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Na última década, vários investigadores têm realizado diversos estudos com o intuito de 
projetar e desenvolver sistemas de entrega de material genético que pudessem ser 
biocompatíveis e competentes para internalizar em células alvo. Este enorme contributo para 
o sucesso das terapias génicas foi complementado com a aplicação de sistemas de co-entrega 
que permitem entregar simultaneamente genes e drogas anticancerígenas. O efeito 
sinergético demonstrado por estes agentes trouxe um enorme progresso na eficácia 
terapêutica para o tratamento de diversos cancros. 
O cancro do colo do útero é um dos cancros com maior incidência nas mulheres em todo o 
mundo, especialmente em mulheres jovens. O aparecimento desta doença advém da infeção 
pelo vírus do papiloma humano (HPV), sendo os genótipos de elevado risco responsáveis por 
99,7% dos casos. Em particular, os genótipos do tipo 16 e 18 são responsáveis por mais de 70% 
das ocorrências. A infeção por HPV é responsável pela integração do genoma viral nas células 
do colo do útero levando à interrupção da sequência da proteína E2 que é repressora das 
oncoproteínas E6 e E7. A oncoproteína E6 induz a degradação do supressor de tumor p53, 
responsável por regular a apoptose das células. No caso da proteína E7, inibe a atuação da 
proteína do retinoblastoma (pRb) levando a uma desregulação do ciclo celular e consequente 
crescimento descontrolado das células. 
O objetivo deste trabalho prende-se por repor os níveis da p53 no interior das células 
cancerígenas do colo do útero através da entrega de um plasmídeo (pDNA) que codifica para 
este supressor de tumor, e em simultâneo entregar também um fármaco anticancerígeno com 
o objetivo final de induzir a apoptose destas células de forma mais eficiente. Para este fim, 
foi desenvolvido um sistema de co-entrega baseado no polímero catiónico polietilenimina 
(PEI) que permitiu encapsular o DNA plasmídico que contém o gene da p53. Adicionalmente, o 
fármaco anticancerígeno metotrexato (MTX) foi também encapsulado nestes vetores 
poliméricos. A utilização da droga MTX na formulação destes sistemas deve-se, não só ao seu 
efeito terapêutico já comprovado em diversos tipos de cancro, mas também ao facto de ser 
reconhecido pelos recetores do ácido fólico, abundantemente presentes nas células tumorais, 
conferindo assim um direcionamento dos sistemas para as células alvo. 
Os resultados obtidos neste trabalho revelam que os dois sistemas formulados (PEI/pDNA e 
PEI/pDNA/MTX) produziram nanotransportadores com características apropriadas em termos 
de morfologia, tamanho e carga à superfície para a captação e internalização celular dos dois 
agentes terapêuticos. As células HeLa foram transfetadas com sucesso pelos sistemas que 
contêm o gene responsável pela produção da proteína supressora de tumor p53. O efeito 
terapêutico dos dois sistemas foi avaliado, comprovando-se que os poliplexos que continham 
os dois bioativos inibiram com maior eficácia o crescimento das células tumorais em 




cancerígenas com a utilização desta co-entrega de um agente genético e de um fármaco 
anticancerígeno é promissor para estudos adicionais in vivo e futura aplicação terapêutica. 
Além disso, a utilização combinada de quimioterapia e terapia génica nas células alvo 
representa um avanço incrível no desenvolvimento de intervenções terapêuticas inovadoras, 











In the last decade, several researchers have conducted diverse studies with the aim of 
designing and developing delivery systems for genetic material that could be biocompatible 
and competent to internalize in target cells. This enormous contribution to the success of 
gene therapies was been complemented by the application of co-delivery systems, which 
allow to simultaneously deliver genes and anticancer drugs. The synergistic effect 
demonstrated by these agents has brought tremendous progress in therapeutic efficacy for 
the treatment of various cancers. 
Cervical cancer is one of the cancers with the highest incidence in women worldwide, 
especially in young women. The cause of this disease is due to infection by the human 
papillomavirus (HPV), with high risk genotypes accounting for 99.7% of the cases. Specifically, 
genotypes of type 16 and 18 are responsible for more than 70% of occurrences. HPV infection 
is responsible for integrating the viral genome into the cells of the cervix, leading to the 
disruption of the E2 protein sequence – repressor of E6 and E7 oncoproteins. The E6 
oncoprotein induces degradation of the p53 tumor suppressor, responsible for regulating cell 
apoptosis while E7 protein inhibits the action of the retinoblastoma protein (pRb), leading to 
a dysregulation of the cell cycle and consequent uncontrolled growth of cells. 
The aim of this work is to restore the p53 levels within cervical cancer cells by delivering a 
plasmid encoding this tumor suppressor gene and, simultaneously, delivering an anticancer 
drug with the ultimate goal of inducing apoptosis of these cells more efficiently. To this end, 
a co-delivery system based on the cationic polymer polyethyleneimine (PEI) was developed, 
which allowed to encapsulate the plasmid DNA containing the p53 gene. In addition, the 
anticancer drug methotrexate (MTX) was also encapsulated into these polymeric vectors. The 
use of the MTX drug in the formulation of these systems is due not only to its already proven 
therapeutic effect in several types of cancer but also to the fact that it’s recognized by folic 
acid receptors, abundantly present in tumor cells, thus conferring cancer cells targeting 
effect. 
The results obtained in this work show that the two formulated systems (PEI/pDNA and 
PEI/pDNA/MTX) produced nanotransporters with appropriate characteristics in terms of 
morphology, size and surface charge, gene and drug loading/encapsulation efficiencies 
suitable for both the cellular uptake and internalization of the two therapeutic agents. HeLa 
cells were successfully transfected by systems containing the gene responsible for the 
production of p53 tumor suppressor protein. The therapeutic effect of the two systems was 
evaluated, proving that the polypeptides containing the two therapeutic agents were more 
effective to inhibit tumor cell growth, when compared to the PEI/pDNA system. The 
synergistic effect evidenced in cancer cells with the use of this co-delivery of a gene agent 




application. In addition, the combined use of chemotherapy and gene therapy in target cells 
represents an incredible advance in the development of innovative therapeutic interventions 
and can thus greatly contribute to the evolution of the treatment of various types of cancer. 
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O cancro é a segunda maior causa de morte em todo o mundo e estima-se que o cancro do 
colo do útero represente cerca de 5% de todos os casos. As doenças oncológicas são 
consideradas a grande epidemia dos últimos anos, pelo facto de apresentarem elevada 
morbilidade e elevadas taxas de mortalidade. O cancro advem de alterações nos mecanismos 
de controlo do ciclo celular que resultam num crescimento descontrolado de uma célula 
anormal. Com este contínuo crescimento desequilibrado, as células cancerígenas multiplicam-
se, formando uma massa de tecido, intitulada de tumor, podendo invadir e causar a 
destruição de tecidos normais adjacentes (Macedo et al., 2008). 
As lesões tumorais são diagnosticadas realizando uma biopsia, o que permite identificar e 
classificar os diversos tipos de tumor e as suas caraterísticas, conforme o tipo de células 
envolvidas. Os diversos tipos de cancro são classificados consoante as células e orgãos 
afetados: 
• Carcinoma, se as células forem epiteliais; 
• Sarcomas, se as células forem de tecido de suporte (ossos, cartilagem, gordura, 
músculo, vasos ou outros tecidos conjuntivos); 
• Leucemias, linfomas ou mielomas, se as células entrarem na corrente sanguinea; 
• Melanomas, que têm origem em células da pele; 
• Glioblastomas, se as células forem do sistema nervoso central, do cérebro e 
espinal medula (Bruni et al., 2017; Mota, 2012). 
 
1.2. Cancro do colo do útero 
 
O cancro do colo do útero é o quarto tipo de cancro mais comum nas mulheres, no entanto 
este apresenta uma importância superior em relação ao cancro da mama e colorretal que são 
mais frequentes nas mulheres. Esta relevância deve-se ao facto de apresentar uma maior 
incidência em mulheres jovens (menos de 45 anos) quando em comparação com os restantes 
cancros (Chabeda et al., 2018). O cancro do colo do útero advém da infeção pelo vírus do 
papiloma humano (HPV) que apresenta mais de 170 genótipos. O HPV é classificado em dois 
grupos, os de baixo e alto risco. Os de baixo risco provocam verrugas genitais em que se 
incluem os tipos HPV - 6/11/40/42/43/44/54/61/72. Os tipos HPV - 16/18/31/35/39/45/51 
/52/ e 56/58/66/68 são os de elevado risco e são responsáveis por cerca de 99,7% de todos os 
casos de cancro do colo do útero (Limberger et al., 2012). O HPV tipo 16 e 18 são os mais 
prevalentes, sendo responsáveis por mais de 70% dos casos de doença. As infeções provocadas 
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pelos tipos de alto risco levam ao desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais escamosas no 
colo do útero e útero (Ramakrishman et al., 2015). 
 
 
1.3.  Vírus do Papiloma Humano 
 
O HPV é um vírus icosaédrico da família Papillomaviridae, constituído por DNA circular de 
cadeia dupla com aproximadamente 8000 pares de bases, possui cápside e tem entre 50 a 60 
nm de diâmetro (Chabeda et al., 2018). Infecta células da camada basal das células epiteliais 
através de fissuras na superfície das células e é mantido nos núcleos de células basais 
infetadas. O DNA viral é integrado no genoma das células eucarióticas e à medida que as 
células basais se dividem em células epiteliais escamosas, o DNA do vírus replica-se e atinge 
um elevado número de cópias. Com a diferenciação das células epiteliais basais, o vírus 
amplifica o seu material genético e provoca alterações na expressão génica das células, 
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Os genes do HPV são designados por “Early” (E) ou “Late” (L) de acordo com o estágio de 
diferenciação, nomeadamente os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 são expressos no início, 
enquanto os genes L1 e L2 são expressos durante os estágios finais da diferenciação. As 
proteínas iniciais (E) são expressas em baixas concentrações e são responsáveis pela 
manutenção do genoma e proliferação celular. Nas lesões malignas, o genoma viral é 
integrado no DNA das células do hospedeiro (Hennessey et al., 2009). Eles também regulam a 
expressão de proteínas tardias de uma maneira dependente da diferenciação celular: L1 e L2 














Figura 2 - Genoma e organização da estrutura do HPV. A região LCR indica a região de controlo, a verde 
os genes iniciais (E1, E2, E4 e E5), a amarelo os genes tardios (L1 e L2) e a vermelho estão 
representados os oncogenes (E6 e E7). Adaptado de (Doorbar, 2006). 
 
A cápside é formada pelas proteínas L1 e L2, sendo a L1 a proteína principal, enquanto a 
L2 é a proteína de ligação ao DNA viral que facilita o transporte da proteína L1 para o núcleo 
da célula (Christensen et al., 2015). As proteínas L1 e L2 ligam-se aos recetores das células 
epiteliais e começam o processo de entrada, resultando na remoção do epitélio 
citoplasmático do vírus e na entrada do genoma no núcleo da célula infetada, onde é 
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Os oncogenes E6 e E7 são expressos devido à inativação da expressão da proteína E2, que é 
o repressor transcricional destes genes. O genoma viral é integrado no DNA cromossómico do 
hospedeiro e a sequência do E2 é interrompida durante a linearização do genoma (Chabeda, 
2018). Esta inativação promove a imortalização da célula através da degradação ou inibição 
de proteínas supressoras de tumor que regulam o ciclo celular (p53 e pRB). 
Consequentemente ocorre uma expressão descontrolada das oncoproteínas E6 e E7, 
resultando na proliferação e transformação celular (Best et al., 2012). 
A oncoproteína E6 promove a degradação do supressor de tumor p53 por uma via mediada 
pela ubiquitina, diminuindo a capacidade da célula para sofrer apoptose (Best et al., 2012). A 
oncoproteína E6 também apresenta função na ativação da telomerase que resulta no 
prolongamento da vida das células, e, juntamente com a oncoproteína E7, coopera para a 
imortalização das células epiteliais humanas (Christensen et al., 2015).  
A proteína E7 liga-se e inibe a proteína do retinoblastoma (pRb), responsável por bloquear 
a atividade de fatores de transcrição, promovendo a dissociação da pRb com o fator E2F 
(fator de transcrição), levando a transição do ciclo celular para a replicação da fase S, 
resultando na perda do controlo do ciclo celular e consequente proliferação celular 
descontrolada (Best et al., 2012).  
As células que expressam E6 sofrem alterações cromossómicas estruturais, e as células que 
expressam E7 acumulam numerosas anomalias cromossómicas e desenvolvem aneuploidia. O 
efeito final da atividade das oncoproteínas E6 e E7 é a progressão do ciclo celular desregulado 
e a replicação do DNA do HPV em células epiteliais escamosas infetadas, e eventual 
oncogénese (Hennessey et al., 2009). 
 
 
1.4.  Classificação citológica do colo do útero 
 
 
A citologia é um exame médico que permite analisar as células do colo do útero, 
nomeadamente a sua morfologia, crescimento e função. Em caso de infeção por HPV, este 
exame clínico permite avaliar as alterações nas células em comparação com as células 
normais e realizar uma classificação das lesões provocadas. As lesões de pré-malignidade, 
como é o caso de carcinomas epidermóides que resultam da progressão de estádios não 
invasivos, podem ser classificadas de acordo com os seguintes sistemas (Bruni et al., 2018):  
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• Citologia normal (Negativa para lesões intraepiteliais malignas) – A citologia 
realizada às células do colo do útero não apresenta qualquer anomalia; 
 
• Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN) / Lesões intraepiteliais escamosas (SIL) – A 
citologia realizada às células do colo do útero revela lesões pré-malignas.  
 
Os termos CIN e SIL são usados para descrever lesões pré-malignas e/ou crescimento 
anormal de células escamosas no colo do útero. As lesões intraepiteliais escamosas são 
detetadas pelo teste de Papanicolau e citologias. No caso das neoplasias é realizado um 
diagnóstico histológico através de tecido obtido do colo do útero por biópsia ou excisão 
cirúrgica. A condição é classificada como CIN 1, 2 ou 3 dependendo da espessura do epitélio 
anormal (Bruni et al., 2018). 
As lesões pré-malignas detetadas no colo do útero foram designadas por Reagan em 1953 
por displasias malpighianas e carcinoma in situ (CIS). Em 1967, Richart definiu três estádios e 
em 1988, Bethesda definiu mais dois estádios, de acordo com a tabela 1 (Mota, 2012). 
 
 













Richart definiu o seu sistema em relação à espessura do epitélio malpighiano com 
diferenciação celular anormal. A diferença de espessura foi analisada atendendo às 
alterações da estratificação celular e da sua maturação e pela atipia citológica. Assim, pelos 
critérios do seu sistema, Richart definiu três estádios diferentes. Em relação ao sistema de 
Bethesda, este foi criado para classificar esfregaços citológicos de células do colo do útero. 
Bethesda propôs a terminologia SIL ((lesões intraepiteliais escamosas) de baixo (low) e alto 
(high) grau. As lesões de baixo grau (LSIL) abrangem as coilocitoses e/ou as CIN-1. No caso 
das lesões de alto grau (HSIL), estas incluem a CIN 2 e/ou a CIN 3 (Solomon et al., 1989). 
Classificação das neoplasias intraepiteliais cervicais e suas inter-relações 
REAGAN (1953) RICHART (1967) BETHESDA (1988) 
Displasia ligeira CIN-1 LSIL 
Displasia moderada CIN-2  
HSIL 
Displasia grave  
CIN-3 
Carcinoma in situ 
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A classificação de neoplasia e lesões intraepiteliais (CIN/SIL) é realizada tendo em 
consideração a organização, maturação, polaridade e atividade mitótica das células do cancro 
do colo do útero (Bruni et al., 2017; Bruni et al., 2018): 
 
• Lesões de baixo grau do colo do útero (CIN-1/ LSIL): As lesões de baixo grau são 
definidas por mudanças precoces no tamanho, forma e número de células anormais formadas 
na superfície do colo do útero. Os núcleos destas células são geralmente arredondados ou 
ovais e ligeiramente irregulares no tamanho e forma. O tamanho e forma dos núcleos tornam-
se mais irregulares com o desenvolvimento da patologia.  
 
• Lesões de alto grau do colo do útero (HSIL/ CIN-2/ CIN-3/ CIS): As lesões de alto 
grau são definidas por um grande número de células pré-cancerosas na superfície do colo do 
útero. Estas células, muito diferentes das normais, têm um enorme potencial para se 
tornarem cancerígenas e invadirem tecidos mais profundos do colo do útero. Estas lesões 
podem ser referidas como displasia moderada ou grave, HSIL, CIN-2, CIN-3 ou carcinoma 
cervical in situ (CIS). 
 
• Carcinoma in situ (CIS): células pré-cancerígenas que ainda não possuem capacidade 
de romper a membrana basal e invadir outros tecidos, permanecendo no epitélio.  
 
• Carcinoma invasivo cervical (ICC): células pré-cancerígenas de alto grau que têm a 
capacidade de invadir a membrana basal e atingir tecidos mais profundos do colo do útero ou 
outros tecidos e órgãos. Existem 4 estágios dos ICC, que vão desde o cancro no útero/colo do 
útero (estagio I) até ao desenvolvimento de células cancerígenas noutros órgãos distantes, 
como por exemplo no fígado (estágio IV). Existem dois tipos de ICC: 
 
• Carcinoma de células escamosas invasivas - Carcinoma invasivo composto 
por células que se assemelham às do epitélio escamoso. 
 
• Adenocarcinoma - tumor invasivo com elementos glandulares e escamosos 
misturados. 
 
A substituição da nomenclatura atribuída por Reagan pelo sistema de Bethesda contribuiu 
para aperfeiçoar o diagnóstico das lesões CIN, para melhorar a compreensão da evolução da 
doença e consequentemente permitir o desenvolvimento de novas terapias. Assim, foi 
possível relacionar a infeção por HPV de baixo e alto risco à CIN 1, e que a CIN 2 e 3 estão 
associadas ao HPV de alto risco (Lorincz et al., 1992). 
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1.5.  Sintomatologia no cancro do colo do útero  
 
O aparecimento de células cancerígenas, provenientes maioritariamente de uma infeção 
por HPV de alto risco, pode ocorrer em mulheres de todas as idades. O desenvolvimento de 
um tumor numa fase inicial neste tipo de casos é assintomático, no entanto alguns sinais têm 
sido associados ao diagnóstico da infeção por HPV. A sensação de prurido, ardor durante o ato 
sexual, hemorragias intermenstruais, metrorragias pós-menopausa e aparecimento de 
verrugas genitais são alguns dos sinais evidenciados (Mota, 2012; Leto et al., 2011). 
O cancro do colo do útero em estados mais avançados manifesta-se através de dor pélvica, 
uropatia obstrutiva, leucorreia fétida, disúria e hematúria ou retrorragias quando existe 
invasão da bexiga e reto. Pode apresentar ainda sintomas mais comuns e menos indicativos 
como por exemplo a perda de peso, anemia, lombalgias, perda de massa muscular e dores na 
região inguinal (Carter, 2013; Govindappagari et al., 2011).  
 
 
1.6.  Prevenção, causas e riscos 
 
O cancro é um problema global e crescente, mas heterogénio, pois cada vez mais se 
verifica maior incidência em países pouco desenvolvidos (de baixo/médio rendimento). A 
prevenção primária surge como a principal arma de defesa nestes países, uma vez que este 
tipo de prevenção não precisa de ser renovado a cada geração. A prevenção primária tem 
várias vantagens: a eficácia da prevenção pode ter benefícios para outras pessoas além das 
diretamente visadas; evitar a exposição a agentes carcinogénicos pode prevenir outras 
doenças (transmissíveis e não transmissíveis) que têm fatores de risco em comum com o 
cancro e a causa pode ser removida ou reduzida a longo prazo - por exemplo, por meio de 
medidas regulatórias contra exposições ocupacionais ou ambientais. Assim sendo, a prevenção 
primária deve ser prioritária como parte integrante do controlo global do cancro (Vineis et 
al., 2014; Riethmuller et al., 2015). 
Os principais fatores de risco para o aparecimento do cancro são o tabagismo, consumo de 
álcool, pouca atividade física e uma dieta pouco saudável. No entanto existem outras causas 
como infeções oncológicas crónicas, doenças sexualmente transmissíveis, carcinogéneos 
ocupacionais (amianto, aminas aromáticas, benzidina, benzeno) e carcinogéneos ambientais 
(poluição do ar, arsénico, afloxoxina, bifenilas policloradas, radónio, cromo, cádmio, níquel, 
berílio) (Vineis et al., 2014). 
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Em relação aos fatores de risco do cancro do colo do útero, a infeção pelo vírus do 
papiloma humano é a principal causa. A transmissão do vírus acontece principalmente através 
da atividade sexual (Barasso et al., 1987). As células basais do epitélio são infetadas pelo 
vírus em áreas de metaplasia cervical imatura ou microtraumatismo. O genoma viral penetra 
nas células através da membrana celular, havendo libertação da cápside, sendo depois 
transportado até ao núcleo. A capacidade das células se dividirem e de se clonarem acelera a 
replicação viral. O período de incubação do HPV ronda em média 3 meses (Jenison et al., 
1990). No entanto, apenas uma infeção por HPV não é por si só suficiente para o 
desenvolvimento de cancro do colo do útero, podendo ser eliminada pelo sistema imunitário. 
Existem outros co-fatores que influenciam a evolução do estado de infeção ao aparecimento 
de células cancerígenas como, por exemplo: o início da atividade sexual precoce, 
promiscuidade sexual e antecedentes de outras infeções sexualmente transmissíveis (IST), a 
alimentação, sobretudo com baixos níveis de vitamina A e C e de ácido fólico, raça, 
tabagismo e a falta de uso de preservativo (Mota, 2012). 
A diminuição de ocorrência da infeção por HPV, e consequentemente do cancro do colo do 
útero, tem-se verificado com estratégias de prevenção no controlo do cancro. A vacinação 
surge como a melhor estratégia de prevenção. A vacinação precoce previne o aparecimento 
de casos de cancro de colo do útero, diminuindo assim a taxa de incidência e mortalidade no 
nosso país. Outras intervenções recomendadas são a “Educação para a Saúde”, promovendo a 
saúde e prevenindo a doença, sobre as práticas sexuais seguras, como a utilização do 
preservativo, advertência para os perigos do tabaco, que muitas vezes começam na 
adolescência (Direção Geral da Saúde, 2017). 
Numa prevenção secundária, a deteção precoce de lesões pré-malignas com programas de 
rastreio, como o teste do papanicolau (denominada citologia cervical) tem sido a primeira 
abordagem selecionada para rastreio deste tipo de lesões. Tal como os dados epidemiológicos 
comprovam, a introdução da citologia no rastreio foi a medida de maior êxito na redução da 
mortalidade por cancro do colo do útero (Goldie et al., 2005).  
 
1.7. Terapias atuais 
 
As vacinas comercializadas contra o vírus do papiloma humano são apenas preventivas, ou 
seja, consistem na administração de uma proteína antigénica, por exemplo, para ativar o 
sistema imune levando à produção de anticorpos de memória, caso não exista ainda contato 
com o vírus. Além disto, apresentam outras limitações, tais como o elevado custo e a não 
protegem contra todos os tipos de HPV. As primeiras vacinas comercializadas contra o HPV 
foram a CervarixTM, vacina bivalente constituída por partículas virais do HPV 16 e 18, e a 
GardasilTM, vacina quadrivalente constituída por partículas virais para os tipos de HPV 16 e 18, 
bem como para os tipos 6 e 11 (Dochez et al., 2014).  
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Atualmente são recomendadas e usadas vacinas de nove valências (tipos de HPV 6, 11, 16, 
18, 31, 33, 45, 52 e 58). Esta vacina, que está presente no plano nacional de vacinação de 
Portugal, deve ser administrada em duas doses com intervalo de meio ano, a crianças com 10 
anos de idade. A utilização desta vacina permite maximizar a imunidade contra a infeção por 
HPV (Direção Geral da Saúde, 2017).  
As vacinas comercializadas são produzidas a partir de partes da proteína da cápside L1 do 
HPV. A administração destes antigénios induz uma resposta serológica mais forte e de maior 
duração do que a resposta desenvolvida perante uma infeção natural, devido ao uso de 
adjuvantes específicos (Dochez et al., 2014). Estas vacinas são seguras, imunogénicas e 
altamente eficazes na prevenção, não só da infeção persistente pelos tipos inclusos nas 
vacinas, mas também na prevenção de lesões precursoras de carcinomas. Porém podem 
causar reações adversas que provocam febre, náuseas, fadiga, dores de cabeça e tonturas. As 
vacinas profiláticas apresentam evidências de proteção cruzada contra a infeção por sorotipos 
não incluídos na vacina, mas nenhuma delas possui efeitos terapêuticos (Dochez et al., 2014). 
Assim sendo, existe uma grande necessidade de desenvolver soluções que, para além de 
prevenirem, sejam capazes de tratar tumores malignos induzidos por HPV. A terapia génica 
tem surgido como um método terapêutico promissor (Zhao et al., 2014). 
 
 
1.8. Terapia génica 
 
A terapia génica tem-se tornado numa área de interesse para o tratamento de várias 
doenças. Este tipo de terapia surgiu devido ao avanço na área da genómica, o que permitiu 
compreender o papel dos genes em determinadas patologias (Xu et al., 2014; Foldvari et al., 
2015). A terapia génica tem como princípio a introdução de material genético terapêutico 
(ácidos nucleicos) em células somáticas com o objetivo de suprimir, alterar ou complementar 
o efeito de um gene deficiente responsável por uma doença (Xu et al., 2014; Ramamoorth et 
al., 2015). Em 1963, Joshua Lederberg foi o primeiro a propor uma terapia deste género, em 
que pretendia controlar a sequência de nucleótidos em cromossomas humanos e fazer uma 
seleção e incorporação de genes específicos. A aplicação de terapias génicas tem aumentado 
ao longo dos anos e com isso surgiu a necessidade de desenvolver veículos (vetores) que 
possam proteger e entregar o material genético de forma adequada (Yla-Herttuala, 2012; 
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Uma das preocupações na aplicação deste tipo de terapia prende-se com a segurança dos 
vetores que são utilizados. Assim, os veículos usados para entregar o material genético devem 
ser seguros, apresentar eficiência de transfeção e capacidade de compactar e proteger o 
material genético da degradação na corrente sanguínea. A facilidade de penetração destes 
vetores nas células alvo é fundamental, uma vez que por si só, o material genético terá muita 
dificuldade em entrar nas células e será degradado por nucleases (Bajpai et al., 2014; Li et 
al., 2015). Além disso, os sistemas de entrega que permitam uma elevada eficiência de 
transfeção também vão permitir a entrada de elevadas quantidades de material genético nos 
tecidos/células alvo, garantindo assim que a terapia seja eficaz e produza os efeitos 
terapêuticos desejáveis (Pereira et al., 2014). 
A terapia génica pode ser aplicada sob a forma de duas abordagens, a terapia génica de 
células somáticas e a terapia génica da linhagem germinativa. A terapia génica germinativa 
consiste na introdução de um gene em células reprodutivas (espermatozoide ou óvulos) ou 
posteriormente no zigoto, o que resulta na transmissão do gene de interesse para a 
descendência. No caso da terapia génica somática, a introdução do gene de interesse ocorre 
nas células alvo do paciente onde é necessária a aplicação da terapia. Devido a questões 
éticas a terapia em células somáticas tem sido mais estudada (Tachibana et al., 2013; Verma 
et al., 2005). 
Os sistemas de entrega surgem como veículos que podem ser aplicados tanto na terapia 
génica como em vacinas de DNA, pois têm como objetivo facilitar a entrada do DNA nas 
células eucarióticas, assim como o transporte e entrega no núcleo sem sofrer degradação. 
Para serem eficientes, estes sistemas de entrega devem conseguir transportar o DNA 
independentemente do seu tamanho, devem ter a capacidade de entregar o gene apenas às 
células alvo (entrega direcionada) e devem ser fáceis de preparar, económicos, de baixa 
toxicidade e disponíveis comercialmente em altas concentrações, como é o caso do DNA 
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1.8.1. DNA plasmídeo 
 
 
O DNA plasmídico, descoberto por Joshua Ledberg em 1952, é uma pequena molécula de 
DNA de cadeia dupla circular que se auto-replica dentro da célula hospedeira (Lederberg, 
1952). Esta molécula tem sido explorada em aplicações terapêuticas por ser um agente 
seguro, apresentar baixa toxicidade e devido à facilidade de produção. Apresenta tamanhos 
entre 1 e 1.000kpb e peso molecular entre 106 e 107 Dalton. O seu esqueleto hidrofílico é 
composto por um grupo fosfato e um açúcar, já no seu interior apresenta bases azotadas e 
propriedades hidrofóbicas. Esta molécula pode apresentar-se em três conformações 
diferentes: a isoforma linear, circular aberta (oc) ou superenrolada (sc), sendo esta última a 
que tem maior interesse terapêutico, uma vez que é a mais eficiente em termos de expressão 
do gene de interesse (Han et al., 2009; Sousa et al., 2008). 
Os plasmídeos são amplamente utilizados como vetores não-virais devido à sua capacidade 
de integrar DNA exógeno e replicarem-se no núcleo das células alvo (Lederberg, 1952). Este 
biofármaco tem sido amplamente explorado na terapia de DNA pois apresenta uma série de 
vantagens que encaixam nas características deste tipo de vetores, uma vez que é produzido 
por fermentação bacteriana, o que faz com que seja mais fácil controlar a sua produção 
associada a um custo reduzido (Ibraheem et al., 2014).   
A obtenção de pDNA na isoforma sc para aplicações terapêuticas pode ser dividida em duas 
partes distintas. A primeira parte consiste na construção do plasmídeo inserindo o gene de 
interesse, seguido da transformação das células hospedeiras (por exemplo a bactéria 
Escherichia coli (E. coli)) (Diogo et al., 2005) e por último a replicação e amplificação do 
número de cópias de pDNA através do crescimento das células transformadas por 
fermentação. A segunda parte baseia-se na extração do plasmídeo das células hospedeiras, 
seguido de isolamento e purificação da isoforma sc de entre outros constituintes do 
hospedeiro como por exemplo RNA, DNA genómico, endotoxinas e proteínas. A primeira parte 
do processo de obtenção do plasmídeo é designada de “upstream” enquanto que a segunda 
parte é designada de “downstream” (Ferreira et al., 2000). 
O pDNA escolhido como vetor de expressão deve conter determinados genes que são 
cruciais para a obtenção deste vetor, nomeadamente um gene de origem de replicação para 
garantir a amplificação do plasmídeo no interior do hospedeiro de forma independente da sua 
maquinaria. Deve também conter um gene de resistência a antibiótico (marca de seleção) 
para crescerem apenas as células transformadas. Além dos genes essenciais à amplificação 
deste vetor em células procariotas, o plasmídeo também deve apresentar uma cassete de 
expressão eucariota, nomeadamente um promotor e uma sequência de terminação para 
iniciar e concluir a expressão do gene de interesse nas células alvo (Figura 3) (Prather et al., 
2003; Liu et al., 2005).  
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Figura 3 - Representação esquemática da construção do plasmídeo. Adaptado de (Liu, 2003). 
 
 
A produção do pDNA sc ocorre no interior do hospedeiro sendo necessário aplicar uma 
estratégia de lise celular para extrair a molécula alvo. A lise alcalina é considerada um 
método adequado, uma vez que permite romper a membrana celular através do uso de 
detergentes e pH elevado, sem danificar o pDNA. O plasmídeo para ser utilizado em 
aplicações terapêuticas tem de ser isolado e purificado, de forma a respeitar os critérios das 
agências reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA). A purificação do pDNA sc 
tem sido explorada por diversas técnicas de cromatografia, nomeadamente exclusão 
molecular, troca iónica, interação hidrofóbica e afinidade (Sousa et al., 2008). A forma 
estrutural dos suportes cromatográficos também tem evoluído, desde a aplicação de esferas 
não porosas até às membranas e monolitos, sendo possível explorar quase todos os princípios 
cromatográficos em qualquer tipo de suporte, através da imobilização do ligando adequado 









Genes de interesse  
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1.8.2. Sistemas de entrega na terapia génica 
 
A manipulação genética de células de mamíferos é atualmente utilizada na vasta área de 
ciências biomédicas e medicina. Os recentes avanços na genética molecular levaram ao 
aparecimento de vários tipos de ferramentas de modificação genética, incluindo plasmídeos, 
siRNA, microRNA, “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats” (CRISPR)/Cas9 
que foram utilizados em muitos estudos para a modificação do comportamento genético e 
transcrição de genes de interesse. De fato, as ferramentas mencionadas podem ser usadas 
para obtenção de biofármacos baseados em ácidos nucleicos, produção do modelo de doença, 
estudo dos caminhos metabólicos, produção de proteínas recombinantes, desenvolvimento de 
biossensores e terapia celular. No entanto surgem dificuldades para a aplicação da terapia 
génica uma vez que existem algumas barreiras, incluindo a membrana celular, o 
aprisionamento do endosoma e as nucleases séricas que reduzem a capacidade de transfeção. 
No sentido de ultrapassar estas limitações, surgem assim os sistemas de entrega virais e não 
virais (Cheraghi et al., 2017). 
 
1.8.2.1. Vetores virais 
 
 
Os vírus têm uma grande capacidade de invadir células eucarióticas e usufruir da 
maquinaria nuclear do hospedeiro para intercalarem o seu material genético, e 
consequentemente levar à expressão das proteínas alvo nessas células. Devido a estas 
características, os vírus foram os primeiros vetores a serem utilizados na terapia génica para 
entregar genes terapêuticos ao núcleo das células alvo (Chira et al., 2015).  
Os vírus mais utilizados como sistemas de entrega são o retrovírus, o adenovírus e o 
lentivírus. Além da eficiência de evasão celular, estes tipos de vírus foram escolhidos devido 
à elevada capacidade de transdução e transcrição do material exógeno inserido no genoma 
viral (Ibraheem et al., 2014; Kamimura et al., 2011). 
Para serem usados como sistemas terapêuticos, os vírus têm de ser modificados, 
nomeadamente os genes responsáveis pela sua patogenicidade são substituídos pelos genes 
terapêuticos. Estas alterações eliminam o seu efeito patogénico uma vez que o vírus 
recombinante fica incapaz de se replicar, no entanto mantêm a capacidade de transfetar as 
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Os vetores virais apesar de apresentarem uma eficácia de transfeção essencial à aplicação 
de terapias génicas, têm várias desvantagens, tais como despoletar respostas imunitárias e 
inflamatórias severas, potenciais efeitos oncogénicos, instabilidade de armazenamento, o 
tamanho da sequência de DNA alvo é limitada e reduzida e requerer alterações que levam a 
que a sua preparação seja demorada e de alto custo. Além disso, os vetores virais não 
conseguem transferir siRNA e outros sistemas novos como CRISPR/Cas para o interior das 
células. Portanto, vários materiais não virais surgiram para colmatar as desvantagens dos 
vírus, apesar de não terem a mesma capacidade de evasão celular (Ibraheem et al., 2014; 
Cheraghi et al., 2017; Zhao et al., 2014; Li et al., 2015). 
 
 
1.8.2.2. Vetores não virais 
 
 
Os sistemas não virais surgem para colmatar as desvantagens apresentadas pelos vetores 
virais. Em comparação com o primeiro tipo de vetores, os não virais apresentam maior 
segurança, alta viabilidade celular, menor imunogenicidade e facilidade de produção (Wang 
et al., 2013; Li et al., 2015). Apesar dos vetores não virais apresentarem menor eficiência de 
transfeção celular em comparação com os virais, têm sido estudados e aplicados em terapias 
génicas devido à sua biocompatibilidade (Li et al., 2015).  
Os sistemas de entrega de DNA não virais podem ser classificados em dois grupos, os 
sistemas físicos e os sistemas químicos. Nos sistemas físicos o DNA é entregue à célula alvo 
por meio de forças físicas que enfraquecem a membrana para a tornar mais permeável e 
permitir que o DNA chegue ao núcleo. Este sistema é aplicado utilizando técnicas como a 
microinjeção, a eletroporação, os ultrassons e sistemas hidrodinâmicos. Apesar de serem 
técnicas de aplicação fácil e apresentarem eficiência, podem levar a lesões nos tecidos. Em 
relação aos sistemas químicos, o DNA é conduzido através da membrana até ao núcleo por 
transportadores que podem ser preparados por reações químicas e que vão encapsular o DNA. 
Os transportadores utilizados nos sistemas químicos podem ser compostos por materiais 
sintéticos ou naturais, em que se incluem os polímeros catiónicos (naturais ou sintéticos) 
como por exemplo a polietilenimina, lípidos catiónicos, lipossomas, proteínas sintéticas e 
dendrímeros (Ibraheem et al., 2014; Cevher et al., 2012; Ramamoorth et al., 2015). 
Os polímeros e lípidos ideais utilizados na construção de vetores não virais devem possuir 
cargas positivas na sua superfície para estabelecerem ligações eletrostáticas com os ácidos 
nucleicos, levando à sua encapsulação e formulação de sistemas com tamanhos à escala 
nanométrica. Esta encapsulação permite a proteção do material genético e facilita a sua 
entrada nas células. Os vetores formulados com polímeros são designados de poliplexos e os 
que utilizam lípidos são designados de lipoplexos (Pack et al., 2005). Os lipoplexos são menos 
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utilizados que os poliplexos por apresentarem menor eficiência de encapsulação e menor 
estabilidade depois de formados. Os poliplexos, uma vez que apresentam uma grande 
diversidade química e capacidade de serem funcionalizados para melhorar as suas 
propriedades, têm ganho vantagem em relação aos lipoplexos (Rehman et al., 2013; Yin et 
al., 2014). 
Os sistemas não virais devem permitir a entrega do material genético às células alvo, uma 
vez que as cargas negativas dos ácidos nucleicos são repulsas pelas cargas negativas da 
membrana celular. Esta limitação na internalização dos ácidos nucleicos pode ser contornada 
utilizando os sistemas físicos e químicos. Os sistemas físicos permitem introduzir diretamente 
ácidos nucleicos no interior das células através de microinjeção, por exemplo. No entanto os 
sistemas químicos são mais utilizados, uma vez que permitem encapsular o material genético 
em vetores com carga superficial positiva. Estes vetores possibilitam ultrapassar as barreiras 
celulares e entregar mais eficazmente o DNA em comparação com os sistemas físicos (Wang 
et al., 2013). 
Em suma, os vetores não virais são propostos como alternativas bastante promissoras aos 
vetores virais pois conseguem condensar a molécula de DNA, proteger da degradação por 
parte das nucleases e entregar o material genético nas células alvo (Ibraheem et al., 2014). A 
terapia génica não viral evoluiu a tal ponto que existe uma variedade enorme de métodos 
para entregar o DNA, desde métodos convencionais como a injeção de DNA e eletroporação, 
até ao uso de nanopartículas e hidrogéis (Costa et al., 2012). 
 
1.9.  Estratégias de co-entrega  
 
O tratamento de diversos tipos de cancro utilizando a quimioterapia é muitas vezes 
dificultado pela rejeição e resistência aos fármacos por parte das células tumorais depois de 
várias administrações. Esta resistência é muitas vezes causada pela expressão de um gene 
mutado. Uma das soluções que foi encontrada passa pela utilização de RNAs de interferência 
que são específicos para os genes responsáveis pela resistência. O silenciamento deste tipo de 
genes permite que as células se tornem mais sensíveis aos fármacos utilizados (Lin Kang et 
al., 2015).  
Outros problemas associados à resistência a fármacos por parte de células cancerígenas 
são as bombas de efluxo que reduzem a concentração do fármaco no interior das células. A 
utilização de um siRNA dirigido ao gene MDR1 pode reduzir a formação de transportadores de 
efluxo na membrana celular, resultando num aumento da concentração celular do fármaco 
(Lin Kang et al., 2015). 
 
Terapia do cancro do colo do útero: Avaliação do efeito terapêutico da ação combinada de uma droga e 
do DNA plasmídico 
16 
 
Por outro lado, a utilização de pDNA que codifique a proteína p53 permite induzir a 
apoptose das células cancerígenas. Tanto os RNAs de interferência como o DNA plasmídeo são 
conhecidos por serem agentes genéticos muitos úteis para o tratamento do cancro e 
utilização em estratégias de co-entrega (Lin Kang et al., 2015). 
A terapia combinada surge assim como uma abordagem promissora para o tratamento do 
cancro. A combinação de fármacos pode ser utilizada com o intuito de explorar efeitos 
aditivos ou sinérgicos decorrentes da ação de várias drogas com o objetivo final de maximizar 
a eficácia terapêutica. Foi também demonstrado que uma combinação apropriada de drogas 
quimioterápicas e agentes genéticos pode melhorar o resultado terapêutico e a qualidade de 
vida do paciente, uma vez que o uso desta co-entrega permite reduzir a dose e concentração 
do fármaco utilizado, diminui o desenvolvimento de resistência aos medicamentos e permite 
a ação terapêutica de dois agentes distintos (Lin Kang et al., 2015). 
Os transportadores utilizados para este tipo de entrega têm de ter capacidade de 
transportar em simultâneo ambos os fármacos quimioterápicos e/ou agentes genético para as 
células cancerígenas, libertando os agentes de maneira controlada e precisa. Desta forma, é 
possível maximizar o efeito combinado dos dois agentes para o tratamento de tumores 
resistentes a drogas. Existem diversos nanotransportadores, no entanto os mais tradicionais 
utilizados para a co-entrega de fármacos e material genético são lipossomas, micelas, 
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Tabela 2 - Nanotransportadores recentes de co-entrega de drogas quimioterapêuticas e agentes 







































Han et al., 2013 
PEI-PCHLG Docetaxel pDNA HEK293 





A549 Zhu et al., 2014 
PEOz-PLA-g-PEI Doxorrubicina mcDNA MCF-7 










231 e 4T1 






Bel-7402 Han et al., 2011 
Dendrímeros de 
Poly(L-lisina) com 










ramificações de poli 
(L-lisina) 
Docetaxel pMR3 HNE-1 Liu et al., 2014 
Sistemas 
supramoleculares 
β-CD e OEI-FA Paclitaxel p53 KB e A549 
Zhao et al., 
2014 
PEI1,8k-PB2,9-Ꝩ-CD Doxorrubicina pDNA 
239T e 
HeLa 






Candesartana p53 PANC-1 Bao et al., 2014 
PLGA Doxorrubicina siRNA MDR1 MCF-7 
Misra et al., 
2014 
PEI-Fc Doxorrubicina DNA HepG2 Sun et al., 2013 




Liu et al., 2013 
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Figura 4 - Ilustração esquemática dos quatro tipos principais de nanotransportadores para a co-entrega 
de genes e fármacos quimioterapêuticos. (a) Lipossoma catiónico; (b) Micela; (c) Dendrímero; (d) 
Sistemas supramoleculares. Adaptado de (Lin Kang et al., 2015) 
 
 
As propriedades físico-químicas do material genético e dos fármacos são normalmente 
bastante díspares, o que vai influenciar na maneira como interagem com o 
nanotransportador. No caso dos fármacos, estes podem ser adicionados aos sistemas através 
de interações hidrofóbicas, eletrostáticas ou conjugação química. Os agentes genéticos são 
normalmente encapsulados pelos vetores através de interações eletrostáticas (Lin Kang et al., 
2015).  
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1.10.  Polietilenimina 
 
 
O desenvolvimento de veículos seguros e eficientes para a libertação controlada de genes 
tem sido objeto de estudo para aplicação em terapias génicas. Estes transportadores devem 
apresentar um tamanho adequado, incorporar grandes quantidades de DNA, proteger contra a 
degradação enzimática, contornar o sistema imunológico inato e garantir que a carga 
terapêutica seja libertada de forma sustentada. Além disso, estes vetores devem ser 
biocompatíveis, provocar efeitos colaterais mínimos (como inflamação) e ter boa 
biodistribuição (Costa et al., 2015). 
A utilização de polímeros catiónicos para a entrega de genes de interesse surgiu devido à 
facilidade de manipulação e modificação dos mesmos. Estes vetores não virais apresentam 
uma enorme variedade entre si, desde a composição e peso molecular até à sua estrutura que 
pode ser linear, ramificada ou dendrimérica. Devido à sua carga positiva, ligam-se facilmente 
aos ácidos nucleicos por interações eletrostáticas, o que facilita a encapsulação do material 
genético e consequente formulação de poliplexos à escala nanométrica (Aied et al., 2013). 
O polímero de polietilenimina (PEI) está entre os sistemas de administração de genes não 
virais mais proeminentes, descritos até ao momento para a encapsulação de ácidos nucleicos 
e transfeção de uma ampla gama de tipos de células eucarióticas. Este polímero revela uma 
forte capacidade de encapsulação do DNA e possui características de tamponamento 
intrínsecas que lhe permite apresentar eficiência na internalização do material genético (Jin 
et al., 2014).  
O polímero de PEI pode apresentar arquitetura ramificada ou linear (figura 5) e está 
disponível em diferentes pesos moleculares. É geralmente aceite que os polímeros PEIs de 
maior peso molecular (25 kDa que são o padrão recomendado) não são apenas agentes de 
transfeção mais eficientes do que os homólogos de menor peso molecular, mas também os 
mais citotóxicos (Hall et al., 2015). A utilização de PEI de elevado peso molecular causa 
citotoxicidade aguda, devido à rutura da membrana da célula, seguindo-se a apoptose 
celular. A utilização de PEI de menor peso molecular poderia eliminar o problema da 
citotoxicidade, no entanto estudos demonstram que estes polímeros apresentam valores de 
eficiência de transfeção indesejáveis. Assim, é essencial encontrar o equilíbrio entre a 
capacidade de transfeção e a citotoxicidade e formular poliplexos que permitam a maior 
eficiência possível com o mínimo de toxicidade para as células (Nikitenko et al., 2013; Jin et 
al., 2014). 
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Figura 5 - Representação das estruturas químicas da PEI linear de 10 kDa e da PEI ramificada de 25 kDa. 
Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/polyethylenimine linear12345900298611?lang 
=pt&region=PT e https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/polyethyleniminebranched123459 
00298611?lang=pt&region=PT. Acedido em: 07/09/2018. 
 
 
O polímero de PEI surge como um dos materiais sintéticos mais utilizados devido à sua 
capacidade de transportar diferentes tipos de ácidos nucleicos, independentemente do seu 
tipo e tamanho. Apresenta ainda uma elevada capacidade de armazenamento e possui 
características que lhe permitem ultrapassar a membrana do endossoma/lisossoma. Este 
polímero catiónico tem uma capacidade inerente para neutralizar a carga negativa do pDNA, 
usufruindo da formação de interações eletrostáticas entre o grupo amina do polímero PEI e o 
grupo fosfato do DNA (Cheraghi et al., 2017). Assim, este polímero associa-se fortemente ao 
DNA, levando à sua compactação e condensação. Como já foi referido, a força motriz para 
este fenômeno é a interação eletrostática que se estabelece entre os dois componentes, que 
é reforçada pelo aumento entrópico resultante da liberação dos respetivos contra-iões (Costa 
et al., 2015). 
Ao analisar o efeito do tempo de incubação na formação de nanopartículas PEI/DNA foi 
possível demonstrar que o polímero PEI se ligou instantaneamente ao DNA e neutralizou a sua 
carga. Esta eficiência de condensação e formação de nanopartículas torna-se muito útil para 
alcançar transfeções de alto rendimento. O polímero de PEI ramificado é conhecido como um 
agente de transfeção eficiente, devido a um fenómeno vulgarmente conhecido por 
“capacidade da esponja do protão” (figura 6). De fato, a protonação de grupos amino 
primários, secundários e terciários permite a lise do endossoma e a liberação do conteúdo no 
citoplasma. Sistemas de entrega baseados em partículas possuindo uma carga superficial 
positiva beneficiam a interação de nanopartículas com a membrana celular e o início dos 
fenômenos de endocitose (Cheraghi et al., 2017; Nikitenko et al., 2013). 
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Figura 6 - Representação esquemática da hipótese da esponja de protões. Adaptado de (Nikitenko et 
al., 2013). 
 
De forma geral, os sistemas formulados com PEI exibem tamanhos na ordem dos 50/500 
nanómetros, morfologia esférica e cargas superficiais positivas adequadas para aplicações de 
entrega de genes. No entanto vários estudos revelaram que os sistemas PEI/pDNA que são 
formulados com PEI de maior peso molecular apresentam melhores resultados em termos de 
encapsulação do plasmídeo, carga à superfície, capacidade de transfeção e maior libertação 
do plasmídeo in vitro (Costa et al., 2018; Mady et al., 2011). Parâmetros tais como a razão 
molar dos grupos azoto de PEI para os grupos fosfato do DNA (rácios N/P) e a estrutura do 
polímero também têm implicações na eficiência da formulação destes vetores. A formulação 
de sistemas baseados em elevados rácios N/P e aplicação de PEI ramificado apresentam 
melhores resultados na literatura quando em comparação com o uso de rácios N/P baixos e 






Terapia do cancro do colo do útero: Avaliação do efeito terapêutico da ação combinada de uma droga e 
do DNA plasmídico 
22 
 
1.11.  Metotrexato  
 
 
Os vetores sintéticos utilizados na terapia génica para o tratamento do cancro apresentam 
limitações ao nível da entrega direcionada, resultando numa transferência inespecífica e 
menos eficiente nos tecidos alvo (Costa et al., 2015). Deste modo estão descritas diversas 
transformações dos sistemas terapêuticos utilizando ligandos como fármacos, péptidos e 
anticorpos. Assim a utilização de ligandos que, para além de conferirem seletividade e 
direcionamento aos sistemas formulados, apresentem propriedades quimiterapêuticas são 
considerados mais valias para o desenvolvimento de novos tratamentos (Dohmen et al., 
2012). 
A molécula metotrexato (MTX) é um dos ligandos que pode ser utilizado para formular e 
funcionalizar sistemas de co-entrega. O MTX é um agente terapêutico antifolato que é um dos 
medicamentos mais utilizados no tratamento de diversos tipos de cancro como o do colo do 
útero, da mama, ovários, bexiga, osteossarcomas, linfomas e leucemias (Kohler et al., 2006). 
O MTX é igualmente usado em transplantes de órgãos e doenças autoimunes (artrite 
reumatóide e psoríase) como agente imunossupressor (Dervieux et al., 2004; Rubino, 2001). 
Devido às suas propriedades terapêuticas, o MTX tem sido usado em tratamentos de 
quimioterapia antineoplásica (Infarmed, 2017). 
A utilização do MTX na quimioterapia tem um resultado limitado devido à sua meia-vida 
curta na corrente sanguínea e difusão rápida pelo corpo. Apresenta efeitos adversos 
relacionados com a toxicidade da droga e a resistência das células alvo a este fármaco (Kohler 
et al., 2006). Assim, precisam de ser administradas grandes quantidades desta droga no caso 
de quimioterapia convencional. Esta necessidade ocorre porque na internalização celular, a 
maioria (quase 75%) do MTX livre é extraído das células cancerígenas (na forma mono, di ou 
triglutamato) devido a bombas de efluxo com ATP na membrana celular, como ABC B1 (pgP), 
ABC C (MRP (1-4)), BCRP (ABC G2), etc., que expulsam os xenobióticos para neutralizar a 
acumulação de fármacos nas células (Dumoga et al., 2017).  
A conjugação e encapsulação do MTX em sistemas de entrega direcionada permite 
colmatar as limitações acima referidas, a falta de seletividade desta droga quando a sua 
utilização é isolada de outros agentes terapêuticos, reduz significativamente a sua toxicidade 
sistêmica e proporciona um melhor resultado terapêutico (Kohler, 2006; Khatri, 2014). A 
encapsulação do fármaco em transportadores que possuem direcionamento para as células 
alvo permite que a sua absorção diminua em células normais e que aumente nas células 
tumorais com a ajuda de recetores associados à membrana (via RME). Estes recetores são 
altamente regulados em células cancerígenas, evitando assim o mecanismo de transporte 
celular e permitindo uma libertação elevada e concentrada da droga dentro do citoplasma 
(Dumoga et al., 2017).  
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O MTX é um agente antineoplásico que atua por inibição competitiva da di-hidrofolato 
reductase, enzima que reduz o ciclo dihidrofólico a tetrahidrofólico no processo de síntese do 
DNA e replicação celular. Assim, inibe a conversão de dihidrofolato em tetrahidrofolato que é 
responsável pela síntese de nucleótidos de purina e timidilato, que posteriormente servem 
como substratos para a síntese de DNA necessária para a proliferação celular (Khatri et al., 
2014). Este fármaco é um agente terapêutico antifolato, ou seja, um análogo do ácido fólico, 
apresentando apenas uma substituição no carbono C2 de um grupo hidroxilo por um grupo 
amina e uma metilação no N10 (figura 7) (Infarmed, 2017; Rubino, 2001). Devido a esta 
semelhança estrutural e ao facto de os recetores do ácido fólico estarem presentes em maior 
número nas células tumorais do que nas células normais, o MTX tem grande afinidade por 
estes recetores e funciona como ligando às células tumorais (Wong et al., 2015). Diversos 
estudos demonstraram que o MTX conjugado em nanossistemas de entrega permite ligações 
especificas a células tumorais e que as nanopartículas são internalizadas nas células através 
do processo de endocitose mediado pelo recetor do ácido fólico (Kohler et al., 2006). 
 
 
Figura 7 - Representação da estrutura do ácido fólico e metotrexato. Adaptado de (Rubino, 2001). 
 
 
As células cancerígenas apresentam uma proliferação celular muito maior do que as 
células normais, facilitando a atuação do MTX que é mais sensível em tecidos com elevada 
atividade proliferativa. O MTX presente nos sistemas é libertado nas células alvo através da 
ação de enzimas intracelulares, resultando na apoptose das células cancerígenas do colo do 
útero (Kohler et al., 2006). Esta droga tem a capacidade de impedir o crescimento 
descontrolado inibindo o ciclo celular na fase S sem causar danos irreversíveis às células 
normais (Infarmed, 2017; Khatri et al., 2014). Além do seu efeito terapêutico, a utilização do 
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2.  Objetivo  
 
O objetivo do presente trabalho foi preparar um sistema para a entrega conjunta de um 
pDNA que codifica para um supressor de tumor e de uma droga anticancerígena de forma 
direcionada às células tumorais do cancro do colo do útero com o intuito de induzir a 
apoptose destas células. Para atingir este fim, foi fundamental formular um sistema de 
entrega eficiente, possuindo um conjunto de propriedades (morfologia, tamanho, capacidade 
de encapsulação e carga superficial) adequadas a protocolos de terapia génica. 
Assim sendo, este trabalho consistiu na utilização do polímero polietilenimina (PEI) para 
encapsular o DNA plasmídico que codifica o gene da p53 e o fármaco metotrexato (MTX). As 
propriedades das nanopartículas foram estudadas utilizando diferentes proporções de azoto 
polimérico dos grupos fosfato presentes no plasmídeo (rácios N/P) e diferentes concentrações 
da droga. A utilização da droga MTX nos complexos deveu-se ao seu potencial terapêutico, 
mas também ao direcionamento às células cancerígenas que esta molécula permite conferir. 
Estudos de transfeção in vitro foram realizados em células HeLa para testar a captação e 
internalização celular bem como a sua eficiência de transfeção. Por último, foi avaliado o 
efeito dos agentes terapêuticos individualmente e em simultâneo para averiguar o potencial 
efeito sinergético do sistema desenvolvido. 
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3.  Materiais e métodos 
 
 
3.1.  Materiais  
 
Os materiais necessários para a realização deste trabalho foram: o DNA plasmídico “6.07-
kb pcDNA3-FLAG-p53 Addgene 144 plasmid 10838” que foi obtido na Addgene (Cambridge, 
MA, 146 USA), a triptona e o extrato de levedura foram adquiridos à empresa Bioakar 
Diagnostics, o meio LB foi obtido da Panreac, o kit NZY Maxi Prep Kit e o reagente Greensafe 
(Greensafe Premium) foram adquiridos na NZYTech, Lda. Genes and Enzymes, (Lisboa, 
Portugal), a polietilenimina (PEI) ramificada (25 kDa), a droga metotrexato hidratado, o 
marcador de plasmídeo Isotiocianato de fluoresceína (FITC) e o corante resazurina “Resazurin 
sodium salt” foram adquiridos à empresa Sigma Aldrich (St. Louis, M.O., EUA). As soluções 
utilizadas neste trabalho foram preparadas com água desionizada ultrapura, recorrendo à 
purificação com o sistema Milli-Q da Millipore (Billerica, MA, EUA). 
 
 
3.2.  Métodos 
 
3.2.1.  Condições de crescimento bacteriano  
 
 
A bactéria E. coli DH5α foi utilizada como hospedeira para a amplificação do plasmídeo 
pcDNA3-FLAG-p53. Esta amplificação iniciou-se com a inoculação da estirpe E. coli DH5α em 
placas de LB-agar com ampicilina (100 µg/mL) a 37°C, deixando crescer overnight. Efetuado 
o crescimento em meio sólido, as colónias são inoculadas em Erlenmeyers de 1 litro, contendo 
250 mL de meio Terrific Broth (20 g/L Triptona, 24 g/L extrato de levedura, 4 mL/L glicerol, 
0.017 M KH2PO4, 0.072 M K2HPO4) suplementado com ampicilina a 100 µg/mL. O crescimento 
foi realizado a 37°C num agitador orbital Agitorb 200 da Aralab (Albarraque, Portugal) a 250 
rpm. O crescimento bacteriano foi interrompido no final da fase log, depois de se atingir uma 
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3.2.2.  Lise alcalina 
 
Depois da produção e amplificação intracelular do pDNA na bactéria E. coli DH5α, foi 
realizada a lise alcalina para extrair a molécula de interesse. A pré-purificação do plasmídeo 
foi realizada com o kit NZYTech, utilizando-se o protocolo fornecido pelo fabricante. 
Brevemente, após a lise das células, foram ajustadas as condições de sal e pH para promover 
a ligação do plasmídeo à coluna de bancada de troca aniónica. Após a ligação do plasmídeo 
são eluídas impurezas como RNA, proteínas e outros contaminantes de baixo peso molecular, 
através de uma lavagem com uma solução de concentração média de sal. Por último, o pDNA 
foi eluído utilizando uma solução com maior teor de sal e foi precipitado (concentrado) 
através da adição de isopropanol. Deste modo foi possível pré-purificar o plasmídeo, 
maioritariamente na sua forma superenrolada, para posteriormente ser utilizado na 
formulação dos nanosistemas. 
 
3.2.3.  Eletroforese em gel de agarose 
 
O conteúdo de ácidos nucleicos presente na amostra pré-purificada de pDNA e nos 
sobrenadantes da formulação dos sistemas foi avaliado através da técnica de eletroforese 
horizontal, utilizando um gel de agarose de 0,8% (Hoefer, Holliston, MA, USA) corado com 0,6 
µL de GreenSafe. A eletroforese foi realizada a 120 Volts durante 30 minutos em tampão TAE 
(40 mM Tris base, 20 mM ácido acético, 1 mM EDTA, pH=8). O gel foi analisado recorrendo à 
luz ultravioleta (UV) (312 nm), com utilização do sistema Uvitec Cambridge Fire-Reader UV 
(UVITEC Cambridge, Cambridge, UK). 
 
3.2.4.  Síntese de nanopartículas 
 
A formulação das nanopartículas baseadas em PEI/pDNA consistiu na adição de 100 µL de 
solução de PEI a 400 µL de solução de pDNA com uma concentração final de 20 µg/mL, 
determinada pela absorvância a 260 nm (Pereira et al., 2012). Tanto o pDNA como o polímero 
PEI foram dissolvidos em tampão acetato de sódio 0,1 M (pH 4,5). A adição da solução de 
polímero PEI foi realizada gota a gota, com agitação constante no vortex, durante 1 minuto 
(40 segundos gota a gota + 20 segundos de vortex). Depois de adicionado o PEI ao pDNA, 
deixou-se equilibrar durante 15 minutos à temperatura ambiente. Todas as formulações dos 
complexos foram realizadas em triplicados. Seguidamente, os sistemas são centrifugados a 
10000 G, durante 20 minutos, à temperatura ambiente e o sobrenadante é recolhido para 
posterior análise da eficiência de encapsulação e eletroforese em gel de agarose. Todos os 
rácios N/P foram calculados tendo em conta a concentração molar de cargas positivas 
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 Total de pDNA adicionado − pDNA livre no sobrenadante
Total de pDNA adicionado
× 100 
%TE(MTX) =
 Total de MTX adicionado − MTX livre no sobrenadante
Total de MTX adicionado
× 100 
provenientes dos grupos amina do polímero (N) e a concentração molar das cargas negativas 
que advêm dos grupos fosfato presentes no plasmídeo (P).  
No caso dos sistemas PEI/pDNA/MTX, 200 µL de MTX nas diferentes concentrações 
estudadas (2, 4 e 6 µg/mL) foram adicionados a 200 µL de pDNA com uma concentração final 
de 20 µg/mL. Posteriormente, são adicionados os 100 µL do polímero de forma a formar os 
complexos, seguindo o procedimento descrito anteriormente para os sistemas PEI/pDNA. 
 
3.2.5.  Presença do MTX nos sistemas PEI/pDNA/MTX 
 
A avaliação da presença do MTX foi determinada por espectroscopia de infravermelhos 
com transformadas de Fourier (FTIR). Os sistemas depois de formulados e congelados foram 
liofilizados para eliminar ruídos nos espectros. A análise espectroscópica foi realizada 
utilizando o espectrofotómetro Nicolet iS10 FTIR (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), 
operado no modo ATR (Smart iTR diamond ATR). Os espectros foram adquiridos em 120 scans 
com uma largura espectral entre os 4000 e os 525 cm-1 e uma resolução espectral de 32 cm-1. 
 
3.2.6.  Taxas de encapsulação 
 
As eficiências de encapsulação do pDNA e da droga MTX foram calculadas para os diversos 
sistemas formulados. Para tal, foi realizada a medição da quantidade de pDNA e de MTX que 
estavam no sobrenadante obtido após centrifugação dos sistemas formados com o PEI e 
comparada com a quantidade inicial usada para formular os sistemas. Esta quantificação foi 
realizada através do Ultrospec 3000 UV-Visible Spectrophotometer (Pharmacia Biotech, 
Cambridge, England) a 260 nm para o pDNA e a 303 nm para o MTX. As medições foram 
realizadas em triplicados. As taxas de encapsulação foram determinadas utilizando as 
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3.2.7.  Morfologia das nanopartículas  
 
A morfologia dos sistemas formulados foi avaliada depois da sua preparação seguido da sua 
precipitação por centrifugação e remoção do sobrenadante. As nanopartículas foram depois 
lavadas com 500 µL de água Milli Q e centrifugadas a 13000 rpm, durante 12 minutos. Este 
processo foi repetido 8 vezes. Posteriormente, o pellet de nanopartículas foi ressuspendido 
em 40 µL de tungsténio 2% e foi realizada uma diluição da amostra de 1:20 em água Milli Q. 
Desta solução diluída, foram retirados 10 µL e colocados numa lamela redonda e deixou-se 
secar “overnight” à temperatura ambiente. Quando a amostra ficou seca, esta foi revestida 
com ouro usando o aparelho Emitech K550 sputter coater (London, England) e a morfologia 
das nanopartículas foi analisada por microscopia eletrónica de varrimento (SEM) (Hitachi S-
2700, Tokyo, Japan). 
 
3.2.8. Tamanho e potencial zeta (ζ) das nanopartículas 
 
Os tamanhos e potenciais zeta das nanopartículas foram adquiridos utilizando o aparelho 
Zetasizer Nano Zs, a 25°C. Para tal, os sistemas formulados foram centrifugados e o 
sobrenadante resultante descartado. As nanopartículas foram depois ressuspendidas em 600 
µL de água Milli Q. Para a determinação do tamanho dos complexos foi realizada a técnica de 
Espalhamento Dinâmico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS) com o laser He-Ne a 633nm 
com non-invasive backscatter optics (NIBS). Para avaliarmos a carga superficial das 
nanopartículas (ζ) foi usado o modo de espalhamento eletroforético de luz utilizando um laser 
denominado de M3-PALS (Phase analysis Light Scattering). O software Malvern Zetasizer foi 
utilizado para obtenção e tratamento dos dados. Os valores médios dos tamanhos e potenciais 
à superfície foram obtidos através de 3 medições e os desvios padrão apresentados como ±DP 
 
3.2.9. Cultura celular  
 
As células utilizadas neste trabalho foram as células HeLa, células cancerígenas 
provenientes do colo do útero e os fibroblastos. As células foram cultivadas em meio 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium, high glucose (DMEM-HG) (Sigma) e suplementado com 
10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 0,5 g/L de bicarbonato de sódio, 1,10 g/L 
HEPES, 100 μg/mL de estreptomicina e 100 unidades/mL de penicilina (Sigma). As células 
foram mantidas numa incubadora que mimetiza as condições do corpo humano, temperatura 
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Viabilidade celular  % =
 Absorvância 530nm − Abs. 590nm
Abs. do controlo 530nm − Abs. do controlo 590nm
× 100 
3.2.10.  Citotoxicidade dos sistemas 
 
 
A citotoxicidade dos sistemas PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX foi avaliada através do ensaio 
com a resazurina, um corante azul que é redutível a resorufina, indicando a ocorrência de 
uma oxirredução. Foram plaqueadas 1 x 104 células por poço em placas de 96 poços. Foram 
realizados quintuplicados para cada sistema. No dia seguinte mudou-se o meio para meio 
simples para facilitar a transfeção, pelo menos 12h antes de transfetar. As células foram 
transfetadas adicionando 0,14 µg de pDNA, encapsulado nos vários sistemas testados, a cada 
poço. A transfeção foi terminada após 6 horas trocando o meio simples em que ocorreu a 
transfeção para meio completo. Ao fim de 48 horas de incubação, retirou-se o meio e 
adicionaram-se 120 µL de resazurina 0,1% a cada poço. Ao fim de 4 horas de incubação com a 
resazurina, 40 µL de cada poço foram adicionados numa placa de leitura. A absorvância de 
cada poço foi lida a 530 e 590 nm, utilizando o espetrofotómetro XMark microplate. A 







3.2.11. Capacidade de transfeção dos sistemas 
 
A avaliação da capacidade de transfeção dos diversos complexos em estudo foi realizada 
por técnicas de microscopia de fluorescência confocal por meio de imunocitoquímica e live 
cell imaging. Para tal, efetuaram-se os seguintes procedimentos: 
 
 
3.2.11.1. Marcação do plasmídeo com FITC 
 
A marcação do plasmídeo com FITC ocorreu por adição de 8 µL de pDNA, 75 µL de labeling 
buffer e 2 µL de FITC (Vf = 85 µL). As amostras foram colocadas em constante agitação 
durante 4 horas à temperatura ambiente e protegidas da luz. Adicionou-se 1 volume de 3 M 
NaCl (85 µL) e 2,5 volumes de etanol 100% (212,5 µL). As amostras com o pDNA marcado 
foram incubadas a -20°C overnight. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4°C, 
durante 30 minutos a 12 000 G, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado com etanol 
75 %. Este procedimento foi repetido várias vezes até o pellet perder a coloração laranja. 
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3.2.11.2.  Transfeção/aquisição de imagem 
 
3.2.11.2.1. Preparação das lâminas e marcação dos núcleos  
(Imunocitoquímica) 
 
A preparação das lâminas para observação no microscópio confocal começou com a 
lavagem dos poços, 3 vezes, com PBS até cobrir as lamelas. De seguida, adicionou-se 1 mL de 
paraformaldeído (PFA) e deixou-se atuar durante 10 minutos (com o objetivo de fixar/manter 
a estrutura celular). O PFA foi lavado 3 vezes com PBS e para corar os núcleos adicionou-se 60 
µL de DAPI (diluição de 1:1000) em cima da lamela e deixou-se atuar durante 10 minutos. De 
seguida, retirou-se o DAPI e lavou-se 3 vezes com PBS. As lamelas foram fixadas nas lâminas 
utilizando Entellan e posteriormente seladas com verniz. 
 
3.2.11.2.2. Imunocitoquímica  
 
Foram plaqueadas 1 x 105 células por poço em placas de 12 poços, contendo lamelas que 
foram revestidas com poli-L lisina. No dia seguinte, mudou-se o meio para meio simples para 
facilitar a transfeção, pelo menos 12 h antes deste processo. As células foram transfetadas 
adicionando 8 µg de pDNA, encapsulado nos sistemas testados, a cada poço. A transfeção foi 
terminada com diferentes end points (2, 4 e 6 horas). Através do microscópio confocal de 
varredura a laser LSM710 (Carl Zeiss, Alemanha) e do programa ZEN 2010 foi possível analisar 
as diferenças de transfeção dos vários rácios testados para os tempos em análise. Os núcleos 
das células foram marcados com DAPI e o pDNA com FITC. Todas as imagens foram obtidas 
utilizando ao mesmo tempo os lasers correspondentes ao DAPI e ao FITC. 
 
3.2.11.2.3. Live Cell Imaging 
 
Inicialmente, foram plaqueadas pequenas quantidades (1 µL, 2 µL ou 3 µL) de células em 
ressuspensão com uma concentração de 3x105 células/mL de meio por poço em placas “µ-
Slide 8 Well”. No dia seguinte mudou-se o meio para meio simples pelo menos 12 h antes da 
transfeção. As células foram transfetadas adicionando 2,2 µg de pDNA, encapsulado nos 
sistemas testados, a cada poço depois de adquiridas as imagens só com a marcação do núcleo 
corado com DAPI (controlo). A internalização celular foi acompanhada ao longo de duas horas.  
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𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 (𝑡0)
𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 (𝑡0)
x100 
 
Através do microscópio confocal de varredura a laser LSM710 (Carl Zeiss, Alemanha), sob 
uma ampliação de 63x e do programa ZEN 2010, foi possível acompanhar a entrada do pDNA 
no núcleo utilizando a opção Z-Stacks. Esta opção permitiu visualizar por camadas as células e 
o respetivo núcleo. Para cada sistema avaliado foi inicialmente adquirida uma imagem das 
células antes de serem transfetadas, estando apenas marcado o núcleo com o marcador DAPI. 
Após a transfeção foram adquiridas imagens para os diferentes rácios N/P até duas horas 
depois de adicionar as nanopartículas às células. O laser LSM 710 da Zeiss (Carl Zeiss SMT, 
Inc., Oberkochen, Alemanha) permitiu analisar a transfeção. Todas as imagens foram obtidas 
utilizando ao mesmo tempo os lasers correspondentes ao DAPI e ao FITC e as células mantidas 
a 37ºC com 5% de CO2. 
 
3.2.11.3.  Quantificação da fluorescência  
 
As imagens obtidas através da microscopia de confocal foram tratadas de igual forma 
utilizando o programa Fiji em que foi realizado um procedimento de seleção de canais e 
regiões de interesse de modo a analisar e quantificar apenas a fluorescência presente nos 
núcleos das células. Neste sentido, e de acordo com as opções disponíveis no programa 
mencionado, várias funções foram selecionadas (duplicate; rename; select channel and 
change LUT; make a MIP; make a composite; split channels; gaussian blur clean noise; 
threshold; convert to mask; watershed; filter for size and roundness; analyse particles to 
detect nuclei). As células em divisão e as que de alguma forma ficaram cortadas nas imagens 
não foram contabilizadas. A percentagem da intensidade de fluorescência relativa foi 




3.2.12. Transcrição do gene codificado no plasmídeo 
 
Após verificação da chegada dos sistemas de PEI contendo o pDNA aos núcleos das células 
HeLa, foi avaliada a transcrição do gene da p53 codificado no plasmídeo através da técnica de 
reação da transcriptase reversa, seguida de reação em cadeia da polimerase (RT-PCR). Para 
tal, foram plaqueadas 2.4 x 105 células por poço em placas de 12 poços. No dia seguinte 
mudou-se o meio para meio simples para facilitar a transfeção, pelo menos 12h antes de 
transfetar. As células foram transfetadas adicionando 8 µg de pDNA, encapsulado nos sistemas 
testados, a cada poço. A avaliação dos transcritos foi realizada após 12 e 24 horas. 
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3.2.12.1.  Extração de RNA 
 
Para realizar a extração de RNA lavaram-se os poços 3 vezes com PBS, adicionaram-se 250 
µL de trisol para lisar as células e colocou-se a amostra num eppendorf. Após 5 minutos à 
temperatura ambiente, adicionaram-se 50 µL de clorofórmio, agitando-se vigorosamente. 
Depois de incubar 10 minutos à temperatura ambiente, centrifugou-se a 4°C durante 15 
minutos a 12000 RCF. Retirou-se a fase aquosa, adicionou-se 125 µL de isopropanol gelado 
para precipitar o RNA e colocou-se no gelo durante 10 minutos. Centrifugou-se a 4°C durante 
15 minutos a 12000 RCF. Descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 125 µL de etanol 75 % 
em água DEPC para retirar os compostos orgânicos. Centrifugou-se a 4°C durante 5 minutos a 
12000 RCF, o sobrenadante foi rejeitado e deixou-se secar. Reidratou-se com 20 µL de água 
DEPC e as amostras foram quantificadas no nanodrop. As amostras foram corridas num gel de 
eletroforese (1%) para despistar possíveis contaminações. 
 
3.2.12.2.  Síntese de cDNA 
 
A síntese de cDNA foi efetuada utilizando o “Xpert cDNA Synthesis Kit” da grisp. Num tubo 
RNase-free adicionou-se 1 µL de dNTP´s, 1 µL de Random primer, 1 µg de Template RNA e 
RNase free water até perfazer o volume total de 14,5 µL. Incubou-se a 65°C durante 5 
minutos e posteriormente amostra foi colocada no gelo durante 2 minutos. Depois adicionou-
se à mistura 4 µL de buffer, 0,5 µL de RNase inhibitor e 1 µL de Xpert RTase. Homogeneizou-
se suavemente e no fim realizou-se um mini-spin. Utilizando o termociclador, incubou-se a 
amostra a 25°C durante 10 minutos, depois durante 50 minutos a 50°C e no fim para inativar 
a enzima, 85°C durante 5 minutos. As amostras foram usadas como template para o PCR ou 
armazenadas a -20°C. 
 
3.2.12.3.  RT-PCR 
 
A cada reação de PCR adicionou-se 3,95 µL de RNase free water, 0,40 µL de primer 
reverse (5- CCT CAT TCA GCT CTC GGA AC -3) e primer forward (5- CCT CAC CAT CAT CAC 
ACT GG -3) para detetar o transcrito da p53, 0,5 µL de MgCl2, 6,25 µL de Taq DNA polimerase 
e 1 µL de cDNA. As amostras foram homogeneizadas e de seguida realizou-se um mini-spin. As 
amostras foram colocadas no termociclador que é programado da seguinte forma: 95°C 
durante 5 minutos, ciclos de 25 ou 30 vezes (95°C durante 40 segundos, 60°C durante 30 
segundos e 72°C durante 1 minuto), no final do último ciclo 72°C durante 5 minutos e por 
último deixou-se arrefecer até chegar aos 12°C. Os produtos de PCR foram depois injetados 
num gel de agarose de 1% e analisados por eletroforese. 
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3.2.13.  Proliferação celular 
 
 
O efeito terapêutico dos diversos sistemas foi avaliado indiretamente através da análise da 
proliferação celular. As células HeLa foram semeadas em placas de 24 poços a uma densidade 
de 3 x 104 células por poço. No dia seguinte, mudou-se o meio para meio simples para 
facilitar a transfeção, pelo menos 12h antes de transfetar. As células foram transfetadas 
adicionando 0,84 µg de pDNA, encapsulado nos vários sistemas testados, a cada poço. A 
contagem das células aderentes e viáveis foi realizada utilizando o ensaio de exclusão por 
azul de tripano. Este ensaio baseia-se no facto das células mortas absorverem o azul de 
tripano, corando o citoplasma por perda de seletividade da membrana, enquanto que as 
células vivas permanecem intactas, ou seja, o número relativo de células mortas e vivas é 
feito através da contagem das células coradas (mortas) e as incolores (vivas) com uma câmara 
de Neubauer (Strober, 2015). As células não transfetadas foram usadas como controlo e 
avaliou-se ainda o efeito da droga anticancerígena MTX diluída no meio, sem ser encapsulada. 
Os ensaios foram realizados durante 5 dias, em triplicados e as células de cada poço foram 
contadas duas vezes. A análise estatística dos resultados obtidos foi feita através do cálculo 
da média do número de células viáveis em cada dia para os diferentes ensaios e os dados 
apresentados num gráfico de linhas. 
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4. Resultados/Discussão  
 
4.1.  Formulação e caracterização dos sistemas 
 
A primeira fase deste trabalho consistiu na formulação de dois grandes grupos de sistemas 
de entrega, os sistemas PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX. Os sistemas PEI/pDNA foram formulados 
por adição direta do polímero, gota a gota, à solução de pDNA de concentração e volume fixo 
(de acordo com as condições especificadas na seção experimental). A forte interação 
electroestática entre os dois compostos induz a compactação do pDNA em agregados, à escala 
nanométrica, de elevada estabilidade (Costa et al., 2015). Estes poliplexos foram prepardos 
tendo em conta os rácios N/P de 1; 1,5; 2; 5 e 10. No caso dos sistemas PEI/pDNA/MTX, as 
nanopartículas foram produzidas considerando os rácios N/P = 1; 1,5; 2; e 5, devido aos 
resultados obtidos nos sistemas anteriores. O fármaco MTX neste último sistema foi usado 
com concentrações de 2, 4 e 6 µg/mL. As nanopartículas desenvolvidas foram caracterizadas 
em termos da taxa de encapsulação do pDNA, presença do MTX, morfologia, tamanho e carga 
de superfície. Para complementar esta informação, a citotoxicidade dos complexos foi 
também avaliada. 
 
4.1.1.  Encapsulação dos agentes terapêuticos 
 
 
4.1.1.1. Eficiência de encapsulação do pDNA  
 
 A encapsulação do pDNA foi avaliada tendo em conta a equação 1, apresentada na secção 
experimental. A medição do pDNA não incorporado, presente nos sobrenadantes resultantes 
da centrifugação dos sistemas, foi feita através da leitura das absorvâncias a 260 nm 
recorrendo ao espectrofotómetro UV. Os resultados podem ser consultados nas tabelas 3 e 4, 
para os vários sistemas PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX, respetivamente. Os resultados da 
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Tabela 3 - Percentagens de encapsulação do pDNA para os rácios N/P= 1; 1,5; 2; 5 e 10 dos sistemas 
PEI/pDNA. 
 
Rácio N/P % Eficiência de encapsulação do pDNA 
1 16,72 ± 0,51 
1,5 95,87 ± 0,58 
2 94,45 ± 0,23 
5 87,94 ± 0,61 
10 86,84 ± 2,63 
 
 
Tabela 4 - Percentagens de encapsulação do pDNA para os rácios N/P= 1; 1,5; 2 e 5 dos sistemas 
PEI/pDNA/MTX utilizando três concentrações de fármaco (2, 4 e 6 µg/mL).  
Rácio N/P | [MTX] % Eficiência de encapsulação do pDNA 
1|2 9,05 ± 1,55 
1|4 8,78 ± 1,23 
1|6 8,13 ± 0,81 
1,5|2 87,61 ± 1,05 
1,5|4 84,07 ± 0,43 
1,5|6 80,09 ± 0,31 
2|2 83,04 ± 0,84 
2|4 78,60 ± 0,49 
2|6 71,60 ± 0,72 
5|2 79,65 ± 0,55 
5|4 77,43 ± 0,74 










Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose da amostra de pDNA inicial (A) e do sobrenadante dos 
sistemas formulados a vários rácios. (R1 - Rácio N/P = 1; R1.5 - Rácio N/P = 1,5; R2 - Rácio N/P = 2; R5 – 
Rácio N/P = 5; R10 - Rácio N/P =10) para os sistemas sem (1) e com (2) MTX. 
 
1 2 
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Os resultados apresentados na tabela 3 revelam que o polímero de PEI a partir do rácio 1,5 
é capaz de encapsular eficazmente o pDNA. Poliplexos preparados a rácio N/P de 1 não são 
eficientes na encapsulação do pDNA, mostrando taxas de eficiência de encapsulação 
inferiores a 20%. O aumento do rácio na formulação dos sistemas PEI/pDNA aumenta a 
compactação do pDNA e conduz a valores superiores de taxa de encapsulação. Para rácios 
superiores, observa-se uma ligeira diminuição da encapsulação do plasmídeo por parte do 
polímero. No entanto podemos afirmar que a encapsulação do pDNA neste sistema é quase 
total, atingindo taxas de encapsulação na ordem dos 94 e 96 %, para os rácios 2 e 1,5 
respetivamente. Estes resultados são corroborados pelas imagens de eletroforese 
apresentadas na figura 8, e que mostram a existência de pDNA livre apenas nos sistemas 
PEI/pDNA a rácio 1. A não existência de bandas correspondentes ao pDNA para os vetores 
formulados nos restantes rácios considerados, revela a incorporação deste biofármaco nos 
complexos poliméricos. A capacidade de compactar o pDNA por parte do polímero PEI de 
25kDa evidenciada nas percentagens de encapsulação alcançadas, está de acordo com o que 
se encontra descrito na literatura para sistemas semelhantes. Em estudos anteriores, 
encontra-se descrito que o uso de PEI de maiores pesos moleculares leva a uma maior 
condensação de pDNA em comparação com polímeros de menor peso molecular (2 e 5 kDa) 
(Mady et al., 2011). O facto do polímero usado apresentar estrutura ramificada em vez de 
linear contribuiu igualmente para obter taxas de encapsulação do plasmídeo perto dos 90%. 
Outros estudos demonstraram ainda que o uso de PEI ramificado permite uma maior 
compactação em comparação com PEI linear de pesos moleculares semelhantes (Costa et al., 
2018). 
No caso dos sistemas PEI/pDNA/MTX (tabela 4), verifica-se a mesma tendência que nos 
sistemas PEI/pDNA: o aumento do rácio leva a uma ligeira diminuição da percentagem de 
encapsulação do pDNA. Em comparação, os sistemas PEI/pDNA/MTX apresentam taxas de 
encapsulação do pDNA mais baixas do que os sistemas PEI/pDNA para os mesmos rácios N/P. A 
diminuição da encapsulação do pDNA nos sistemas em que é encapsulado juntamente com 
outro agente é um resultado já verificado noutros estudos, podendo ser consequência da 
competitividade entre o pDNA e o fármaco pelos locais de ligação (Mahor et al., 2011).  
 
4.1.1.2. Eficiência de encapsulação da droga MTX 
 
A eficiência de encapsulação do fármaco anticancerígeno MTX foi calculada tendo em 
conta a equação 2, apresentada na secção experimental. A medição do MTX não encapsulado 
nas nanopartículas foi realizada através da leitura das absorvâncias a 303 nm (Jingou et al., 
2011) dos sobrenadantes, recorrendo uma vez mais ao espetrofotómetro UV, tendo sido 
posteriormente calculadas as respetivas taxas de encapsulação (tabela 5).  
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Tabela 5 - Percentagens da eficiência de encapsulação do MTX para os rácios N/P= 1,5; 2 e 5 dos 
sistemas PEI/pDNA/MTX utilizando três concentrações de fármaco (2, 4 e 6 µg/mL). 
Rácio N/P | [MTX] % Eficiência de encapsulação do MTX 
1,5|2 23,00 ± 0,11 
1,5|4 27,70 ± 0,52 
1,5|6 31,00 ± 0,33 
2|2 41,64 ± 0,27 
2|4 42,30 ± 0,84 
2|6 44,60 ± 0,93 
5|2 40,90 ± 0,31 
5|4 45,46 ± 1,19 
5|6 53,33 ± 1,93 
 
 
Os sistemas PEI/pDNA/MTX apresentam taxas de encapsulação de MTX que variam entre os 
23 e os 53%, existindo um aumento da eficiência de encapsulação com o aumento do rácio 
N/P e da concentração de MTX que é utilizada. Este resultado pode ser explicado devido ao 
aumento da quantidade de aminas que estão disponíveis para estabelecerem interações 
quando adicionamos uma maior quantidade de PEI. A adição de concentrações mais elevadas 
de MTX neste tipo de sistemas leva a que a diferença entre a quantidade do pDNA e do MTX 
seja menor, havendo uma maior ligação do MTX ao polímero. Curiosamente, esse aumento de 
encapsulação do MTX para o rácio N/P | [MTX] (53%) observado na tabela 5 é compensado 
pela diminuição da encapsulação do pDNA para o mesmo sistema (71%) observado na tabela 4. 
Este aumento das taxas de encapsulação do MTX é suportado por estudos anteriores em 
sistemas semelhantes que envolvem igualmente grupos amina presentes em determinados 
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4.1.2. Deteção do fármaco MTX nos sistemas 
 
A presença da droga anticancerígena metotrexato foi avaliada através de espectroscopia 
de infravermelhos com transformadas de Fourier (FTIR). Para confirmar a presença/ 
incorporação do fármaco foram adquiridos os espetros dos compostos isolados que compõem a 
formulação dos sistemas estudados e procedeu-se à comparação dos picos característicos com 










Figura 9 - Espectro de FTIR (Transmittance (%) vs Wavenumber (cm-1)) da polietilenimina (A), pDNA (B), 
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O espetro A da figura 9, correspondente ao polímero PEI, mostra bandas a 3274 e 1576 cm-
1, que são características de movimentos de “stretching” e vibrações dos grupos N–H e –NH2, 
respetivamente. As bandas que se visualizam a 2812 cm-1 e 1456 cm-1 são devidas a 
“stretching” do grupo C–H e vibrações, respetivamente. A zona da banda a 2927 cm-1 é 
característica da polietilenimina, tendo sido já indicada na literatura (Bayramoglu et al., 
2008). 
A região de 2000 a 450 cm-1, do espetro de pDNA (espetro B da figura 9), contem 
informação relevante acerca do arranjo conformacional desta molécula. Este espetro mostra 
picos na região 1700-1500 cm-1 que correspondem às bases nitrogenadas do plasmídeo. A 
banda visualizada a 1024 cm-1 é tipicamente atribuída à vibração de ribose (açúcar C-C) e a 
absorção a 926 cm-1 indica a presença do pDNA (Mady et al., 2011). 
O espectro C da figura 9 apresenta os picos característicos da droga MTX neste tipo de 
análise. As bandas a 3252 cm-1 e 1609 cm-1 correspondem a picos de absorção correspondente 
ao MTX muito semelhantes a valores já identificados em outros estudos (Kohler et al., 2006; 
Rasouli et al., 2013) 
O espetro D da figura 9, que corresponde ao espetro das nanopartículas liofilizadas, 
permite detetar que os sistemas PEI/pDNA/MTX não só possuem na sua constituição a droga 
MTX como também a presença do pDNA. A presença do MTX comprova-se pela observação do 
pico característico deste fármaco de absorção a 3250 cm-1 e 1403 cm-1 no espetro das 
nanopartículas formuladas (Kohler et al., 2006; Rasouli et al., 2013). No caso do pDNA, a sua 
presença é comprovada pelos picos de absorção a aproximadamente 1018 cm-1 que é 
tipicamente atribuída à vibração de ribose (açúcar C-C) e à absorção a 921 cm-1 que indica a 
existência de DNA íntegro nos poliplexos formados (Mady et al., 2011). O polímero de PEI 
também apresenta no espetro do sistema PEI/pDNA/MTX o seu pico de absorção mais 
importante a, aproximadamente, 1566 cm-1, representando as ligações N-H que ocorrem da 
encapsulação com os dois agentes terapêuticos. O pico que se observa a aproximadamente 
2935 cm-1 já foi identificado noutros estudos como sendo um pico correspondente a este 
polímero (Bayramoglu et al., 2008). 
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4.1.3. Morfologia das nanopartículas 
 
A morfologia dos diversos sistemas foi analisada através da microscopia eletrónica de 
varrimento (SEM). As imagens representadas na figura 3 foram selecionadas a partir das 
formulações preparadas a vários rácios N/P = 1,5; 2 e 5, na ausência e presença de MTX com 













Figura 10 - Imagens SEM das nanopartículas formuladas. A - PEI rácio N/P = 1,5; B - PEI rácio N/P = 1,5 e 
MTX 6 µg/mL; C - PEI rácio N/P = 2; D - PEI rácio N/P = 2 e MTX 6 µg/mL; E - PEI rácio N/P = 5; F - PEI 
rácio N/P = 5 e MTX 6 µg/mL. 
 
Ao analisar a figura 10, podemos constatar que a interação de PEI com pDNA resulta na 
formação de poliplexos à escala nanométrica com morfologia definida. As nanopartículas 
formadas apresentam uma forma aproximadamente esférica ou oval com tamanhos, de forma 
geral, inferiores a 400 nm. A presença da droga nos sistemas formados parece não influenciar 
a sua morfologia. A morfologia/forma exibida pelas nanopartículas indica que podem ser 
consideradas viáveis para uso num processo de internalização celular. Estudos anteriores 
revelaram que a forma esférica de nano-transportadores de bioativos favorece a sua captação 
celular e internalização (Arnida et al., 2009). No entanto, não só a morfologia dos sistemas de 
entrega pode influenciar a eficiência destes processos celulares, mas também as suas 
propriedades físico-químicas (Chen et al., 2018). 
A B C 
D E F 
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4.1.4. Tamanho dos complexos 
 
Os tamanhos dos poliplexos em estudo foram avaliados através do Zetasizer Nano Zs, 
depois de confirmada a sua formulação por microscopia eletrónica de varrimento. Os 
resultados correspondentes aos tamanhos dos sistemas foram apresentados nas tabelas 6, 7 e 
8. 
 
Tabela 6 – Tamanho das nanopartículas de PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX (2, 4 e 6 µg/ml) formuladas a 
rácio N/P = 1,5. 
 
 
Tabela 7 – Tamanho das nanopartículas de PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX (2, 4 e 6 µg/ml) formuladas a 
rácio N/P = 2. 
Rácio N/P | [MTX] 2 2|2 2|4 2|6 
Tamanho (nm) 
    
267 ± 7,2 263 ± 10,3 262 ± 8,5 258 ± 12,3 
     
 
Tabela 8 – Tamanho das nanopartículas de PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX (2, 4 e 6 µg/ml) formuladas a 
rácio N/P = 5. 
Rácio N/P | [MTX] 5 5|2 5|4 5|6 
Tamanho (nm) 
    
158 ± 10,6 156 ± 8,4 153 ± 3,9 151 ± 7,1 
     
 
A análise dos resultados evidenciados nas tabelas 6, 7 e 8 revela que o tamanho das 
nanopartículas para os sistemas PEI/pDNA diminui à medida que aumenta o rácio N/P. Isto é, 
as dimensões destes sistemas passam de 374 nm para 158 nm quando se aumenta o rácio N/P 
de 1,5 para 5. A mesma tendência mantém-se quando dentro do mesmo rácio N/P se 
incrementa a quantidade do fármaco MTX usada para formular os sistemas PEI/pDNA/MTX. 
Exemplificando com o rácio N/P = 5, à medida que se utiliza MTX na formulação dos 
poliplexos, ocorre uma ligeira diminuição dos tamanhos, passando de 158 nm sem adição de 
MTX para 151 nm com adição de 6 µg/mL da droga à formulação dos sistemas. 
 
 
Rácio N/P | [MTX] 1,5 1,5|2 1,5|4 1,5|6 
Tamanho (nm)     374 ± 9,3 372 ± 0,9 369 ± 11,3 366 ± 6,1 
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A redução das dimensões dos complexos à medida que os sistemas são formulados com 
maiores rácios N/P é um resultado que vai de encontro ao que já foi descrito na literatura, 
uma vez que isso leva a que haja uma maior quantidade de aminas primárias disponíveis para 
condensar o pDNA e o MTX, resultando numa maior densidade de cargas e consequente 
formulação de complexos mais pequenos (Costa et al., 2018).  
A avaliação dos tamanhos dos sistemas de entrega utilizados na terapia génica foi sempre 
muito importante, uma vez que partículas mais pequenas podem favorecer e melhorar a 
eficiência da transfeção e internalização celular, particularmente in vivo (Mady et al., 2011). 
Polímeros catiónicos como PEI podem ser combinados com o pDNA para formar complexos 
adequados a este tipo de terapias em termos de dimensões. A utilização do polímero PEI de 
25 kDa, escolhido para este trabalho, tinha já demonstrado em testes anteriores, ser melhor 
opção na formulação de complexos mais pequenos do que PEI de menor peso molecular (Mady 
et al., 2011; Costa et al., 2018). 
 
 
4.1.5.  Potenciais de superfície 
 
No desenvolvimento de um sistema de entrega adequado para terapia génica, a 
informação da carga superficial é relevante pois esta pode condicionar a atração do sistema 
pela membrana da célula e o desempenho intracelular de tal sistema (Wang et al., 2013). 
Neste sentido, o potencial zeta dos vários sistemas PEI/pDNA foi determinado e os resultados 
estão presentes na tabela 7.   
 
Tabela 9 - Potenciais Zeta dos sistemas PEI/pDNA para os diversos rácios.                                 
Rácio N/P Potenciais (mV) 
1 - 9,09 ± 1,88 
1,5 21,90 ± 1,47 
2 25,07 ± 1,68 
5 32,20 ± 0,53 
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Os potenciais zeta dos complexos PEI/pDNA revelaram uma grande diferença para os 
diversos rácios N/P testados. Pela análise dos valores descritos na tabela 9, é possível 
constatar que ocorreu um incremento da carga à superfície dos sistemas quando se aumentou 
o rácio N/P utilizado na formulação das nanopartículas. O rácio N/P = 1 apresenta valores 
negativos (-9,09 mV) enquanto que os vetores de maior rácio testado (rácio N/P = 10) 
possuem valores de potencial zeta positivos, aproximadamente +36 mV.  
Este aumento dos potenciais de superfície resulta do incremento da densidade de cargas 
positivas proveniente do polímero de PEI utilizado. Quanto maior a diferença da quantidade 
de aminas primárias provenientes do polímero em relação à quantidade de grupos fosfato 
provenientes do plasmídeo, maior será a carga positiva à superfície dos sistemas. Resultados 
semelhantes foram descritos na literatura, onde se verifica que os pesos moleculares e a 
estrutura do polímero têm influência no potencial zeta das nanopartículas (Mady et al., 2011; 
Costa et al., 2018). Analisando resultados de estudos anteriores, os complexos formulados 
usando PEI de 2, 5 e 25 kDa revelaram cargas médias à superfície de 12.4 ± 1.4 mV, 17.6 ± 3.1 
mV e 27.9 ± 0.6 mV, respetivamente (Mady et al., 2011). Os resultados demonstrados no 
estudo de Mady e co-autores para PEI de 25kDa são muito idênticos aos resultados alcançados 
neste trabalho e apresentados na tabela 9. 
De maneira a avaliar a carga à superfície dos sistemas PEI/pDNA/MTX e verificar a 
influência do fármaco nesta propriedade, foram medidos os potenciais zeta das 
nanopartículas preparadas com os diversos rácios N/P em estudo e com diferentes 
concentrações de MTX. Os resultados estão sumariados na tabela 10.  
 
Tabela 10 - Potenciais Zeta dos sistemas PEI/pDNA/MTX para os diversos rácios.  
Rácio N/P | [MTX] Potenciais (mV) 
1,5|2 25,60 ± 0,73 
1,5|4 26,33 ± 2,09 
1,5|6 27,83± 2,49 
2|2 30,47 ± 1,18 
2|4 31,77 ± 2,29 
2|6 32,20 ± 1,80 
5|2 35,30 ± 1,00 
5|4 35,90 ± 0,40 
5|6 39,80 ± 0,53 
10|2 39,93 ± 0,49 
10|4 41,60 ± 0,67 
10|6 42,03 ± 0,49 
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A presença da droga anticancerígena MTX na encapsulação dos sistemas induziu um 
aumento do potencial zeta em relação aos sistemas PEI/pDNA. Verifica-se que a presença e o 
aumento da concentração da solução de MTX levou a um incremento da carga superficial 
positiva dos complexos. Por exemplo, a utilização do MTX na formulação dos sistemas faz com 
que a carga positiva à superfície de vetores de rácio N/P = 2 e MTX com concentração 6 
µg/mL seja muito semelhante à carga dos vetores de rácio N/P = 5 sem MTX. O incremento do 
potencial zeta em sistemas de entrega devido à utilização do MTX foi já referenciado em 
publicações anteriores. Este aumento do potencial zeta nos sistemas formulados com MTX 
pode explicar-se com o facto de a pH baixo o MTX apresentar uma carga ligeiramente positiva 
(Rasouli et al., 2013) e também pela capacidade do MTX receber/aceitar ligações de 
hidrogénio (Zhang et al., 2017). 
De forma a visualizar melhor as diferenças de potencial à superfície dos sistemas PEI/pDNA 
e PEI/pDNA/MTX e analisar a influência da presença da droga MTX nos vetores, foi feita uma 
representação gráfica dos resultados apresentados nas tabelas 9 e 10. O gráfico dos potenciais 
zeta pode ser analisado na figura 11.  
 
 
Figura 11 - Potencial zeta vs. rácio N/P dos sistemas formulados. Os sistemas PEI/pDNA/MTX foram 
formulados utilizando uma concentração de MTX de 6 µg/mL. A análise estatística foi elaborada 
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A análise gráfica representada na figura 11 sobre os dados das tabelas 9 e 10 permite 
afirmar que ocorre a encapsulação do pDNA por parte do polímero catiónico em todos os 
sistemas formulados uma vez que a carga final à superfície dos diversos sistemas é positiva 
em contraste com a carga negativa correspondente à amostra de pDNA. A representação 
gráfica da figura 11 permite ter uma melhor perceção da influência do aumento do rácio N/P 
assim como da concentração de MTX no incremento dos potenciais zeta dos sistemas.  
A entrada de vetores não virais no interior das células é dificultada, entre outros aspetos, 
pela barreira oferecida pela membrana celular. Para ultrapassar este obstáculo, diversas 
estratégias podem ser consideradas de modo a promover a internalização deste tipo de 
vetores. Devido à sua bicamada lipídica, a membrana celular apresenta carga negativa, sendo 
uma estratégia a utilização de vetores com carga positiva à superfície para que possa existir 
atração entre cargas opostas e, deste modo, a captação e internalização nas células ser 




A biocompatibilidade de vetores é um aspeto fundamental no desenvolvimento de novos 
sistemas para uso em protocolos de terapia génica. Deste modo, o perfil citotóxico das 
nanopartículas formuladas foi avaliado em células HeLa e fibroblastos, através do ensaio da 
resazurina. Este ensaio consiste na conversão da resazurina azul não fluorescente em 
resorufina fluorescente rosa que ocorre em células metabolicamente ativas saudáveis (Mallory 
et al., 2016). A incubação dos vários sistemas formulados nas células HeLa e nos fibroblastos 
foi feita durante 48 horas e a percentagem da viabilidade celular de cada sistema foi 









Figura 12 - Percentagens da viabilidade celular das células HeLa e dos fibroblastos após 48 h de 
transfeção com os sistemas PEI/pDNA de rácio N/P = 2 e 5. A análise estatística foi elaborada 
recorrendo ao teste de “two-way ANOVA” de dados com n = 4.  A significância estatística foi calculada 
em relação ao controlo negativo (k-) e tem um valor p = 0,0223.                             
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Figura 13 - Percentagens da viabilidade celular das células HeLa após 48 h de transfeção com os 
sistemas PEI/pDNA/MTX de rácio N/P = 5 e concentrações de MTX 2 e 6 µg/mL. A análise estatística foi 
elaborada recorrendo ao teste de “one-way ANOVA” de dados com n = 5. A significância estatística 
representada pelos asteriscos “**” foi calculada em relação ao controlo negativo (k-) e tem um valor p = 
0,0015 e 0,0011 para os sistemas de MTX 2 e 6 respetivamente. 
 
A representação gráfica das percentagens de viabilidade celular para os rácios N/P = 2 e 5 
da figura 12 permite constatar que com o aumento do rácio N/P existe um ligeiro efeito 
citotóxico tanto para as células HeLa como para os fibroblastos. Este efeito citotóxico pode 
dever-se não só à toxicidade do rácio N/P = 5 ser maior que a do rácio N/P = 2 mas também 
devido à maior carga superficial evidenciada pelos sistemas de rácio 5, havendo maior 
internalização das nanopartículas nas células. 
No entanto o efeito citotóxico foi maior nas células HeLa do que nos fibroblastos, efeito 
este demonstrado pela significância estatística entre os valores da viabilidade celular dos 
rácios N/P = 2 e 5 e o controlo das células HeLa. A maior incidência da toxicidade nas células 
tumorais em comparação com os fibroblastos pode indicar que os sistemas PEI/pDNA estão a 
internalizar em maior número nas células HeLa devido ao seu crescimento descontrolado, 
induzindo a expressão do gene de interesse. Contudo, as percentagens da viabilidade celular 
demonstram que os sistemas PEI/pDNA de rácios N/P = 2 e 5 não são citotóxicos para as 
células HeLa, uma vez que a viabilidade celular ronda os 91% e 84% respetivamente. 
O polúmero de PEI de 25 kDa usado neste trabalho não é apenas mais eficiente em termos 
de transfeção, mas também mais citotóxico do que os homólogos de menor peso molecular. 
Devido ao seu elevado peso molecular, este polímero apresenta uma grande densidade de 
aminas primárias protonadas. Isto permite a lise do endossoma e confere uma elevada 
capacidade de transfeção ao PEI de 25kDa (Cheraghi et al., 2017; Hall et al., 2015). No 
entanto este elevado peso molecular pode apresentar citotoxicidade celular.  
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A possível citotoxicidade deste polímero deve-se ao grau de ramificação e peso molecular 
que apresenta, contudo, o peso molecular em geral, leva a pequenas variações na viabilidade 
celular. Está relatado na literatura que a relação N/P utilizada na formulação dos sistemas é 
que tem um grande impacto e pode modificar profundamente o perfil citotóxico dos 
complexos (Costa et al., 2018). Estas propriedades evidenciadas vão de encontro aos 
resultados obtidos neste trabalho, uma vez que a utilização de rácios N/P baixos revelaram 
sistemas que não apresentam citotoxicidade relevante e que este parâmetro aumenta quando 
existe um incremento da relação N/P. 
Os sistemas PEI/pDNA/MTX representados na figura 13 revelam um maior efeito citotóxico 
do que os sistemas PEI/pDNA. Esta diminuição da viabilidade celular poderá estar relacionada 
com a presença do fármaco MTX. A primeira razão deve-se ao facto do MTX ser uma droga 
anticancerígena já utilizada para o tratamento de diversos tipos de cancro, pelo que será de 
esperar que quanto maior a concentração da droga, maior seja o seu efeito terapêutico 
(Kohler et al., 2006; Infarmed, 2017). A segunda razão resulta da semelhança do MTX com o 
ácido fólico e consequentemente este se ligar aos recetores do ácido fólico, facilitando a 
internalização do polímero com os agentes terapêuticos encapsulados (Rubino, 2001). Deste 
modo, os sistemas PEI/pDNA/MTX apresentam uma diminuição da viabilidade celular em 
relação aos sistemas sem MTX e o sistema com 6 µg/mL de MTX apresenta menor viabilidade 
celular do que o sistema com 2 µg/mL de MTX. 
 
4.2.  Eficiência de transfeção 
 
O polímero PEI de 25 kDa foi escolhido para este trabalho devido à sua carga positiva, o 
que permite encapsular os agentes terapêuticos como já foi demonstrado. Para alem disto, 
este polímero possui formular sistemas com capacidade de transfeção elevada, já identificada 
em estudos anteriores (Hall et al., 2015; Mady et al., 2011).  
Assim, para avaliar a capacidade de penetração dos complexos formulados nas células 
HeLa, foram realizados ensaios de imunocitoquímica e de live cell imaging. Os ensaios de 
imunocitoquímica serviram inicialmente para verificar se existia captação e internalização 
celular dos sistemas PEI/pDNA e posteriormente foram realizados ensaios de live cell imaging, 
para acompanhar a entrada nas células e no núcleo dos vários sistemas formulados. Ambos os 
ensaios foram realizados utilizando a microscopia confocal de fluorescência, e os resultados 
estão apresentados nas figuras 14, 15, 16 e 17. Como complemento, e para aprofundar o 
estudo de transfeção in vitro, a intensidade de fluorescência do pDNA nas imagens da figura 
15 foi calculada e a análise gráfica encontra-se na figura 18. 
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Figura 14 - Imagens relativas à transfeção das células HeLa (6 horas de transfeção) utilizando o pDNA 
livre (A) e os vários sistemas PEI/pDNA de rácio N/P = 1,5; 2 e 5, correspondendo às imagens B, C e D 
respetivamente. As imagens foram obtidas através da técnica de imunocitoquímica, utilizando a 
microscopia de confocal.  
A B 
C D 
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Figura 15 - Imagens relativas à transfeção das células HeLa utilizando os vários sistemas em estudo. As 
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Figura 16 – Imagem ortogonal relativa à transfeção das células HeLa utilizando o sistema PEI/pDNA/MTX 
de rácio N/P = 5 e concentração de MTX 6 µg/mL. A imagem foi obtida utilizando o programa ZEN e 
analisada com a opção “Ortho”.  
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Figura 17 – Avaliação da diferença de transfeção dos vetores formulados a rácio N/P = 5 para os 
sistemas PEI/pDNA (A) e PEI/pDNA/MTX com concentração de MTX de 2µg/mL (B) e 6µg/mL (C). As 
imagens 1 correspondem apenas à marcação dos núcleos das células HeLa, enquanto que as 2 
corresponde à marcação do plasmídeo e as 3 à co-localização.  
A1 A2 A3 
B1 B2 B3 
C1 C2 C3 
Terapia do cancro do colo do útero: Avaliação do efeito terapêutico da ação combinada de uma droga e 















Figura 18 – Intensidade de fluorescência relativa do plasmídeo marcado com FITC. A análise estatística 
foi elaborada recorrendo ao teste de “two-way ANOVA” de dados com n = 3. A significância estatística 
representada pelos asteriscos “**” e “****” tem um valor de p = 0,0082 e p < 0,0001 respetivamente. 
 
 
Os resultados da captação e internalização nas células HeLa dos sistemas PEI/pDNA, 
presentes na figura 14, revelam que os vetores formulados a rácios N/P = 2 e 5 conseguiram 
ultrapassar a membrana celular e entrar no citoplasma das células. No entanto, as imagens 
parecem indicar que, após 6 horas de transfeção, o pDNA ainda não se encontrava no núcleo, 
sendo este facto essencial para haver transcrição do gene de interesse. Os complexos de rácio 
N/P = 5 apresentam, ainda assim, uma maior capacidade de transfeção do que os sistemas de 
rácio N/P = 2, uma vez que as células transfetadas por estes poliplexos evidenciam uma maior 
quantidade de vetores no citoplasma. Este resultado pode ser comprovado pela análise das 
imagens B e C da figura 14. A entrada destes sistemas nas células pode ser explicada através 
dos tamanhos e morfologia adequados para este tipo de vetores, mas essencialmente às 
cargas superficiais positivas que possuem. Estas cargas positivas facilitam a captação dos 
sistemas pelas células devido à atração de cargas que ocorre com as cargas negativas da 
membrana celular (Mady et al., 2011). Isto explica o facto dos poliplexos de rácio 5 
apresentarem melhores resultados do que os de rácio 2, uma vez que já foi demonstrado que 
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As imagens da figura 15 demonstram as diferenças entre os sistemas PEI/pDNA e 
PEI/pDNA/MTX. Os sistemas sem MTX apresentam uma baixa capacidade de transfeção, 
revelando menor capacidade de fazer chegar o pDNA ao núcleo das células alvo. Em 
contrapartida, os sistemas com MTX, mesmo os que foram formulados com a menor 
concentração da droga (2 µg/mL), apresentam melhor captação por parte das células. No 
entanto, pode verificar-se que é com a maior concentração de MTX (6 µg/mL) e o maior rácio 
N/P testado (N/P = 5) que se observa uma transfeção significativa das células e que são estes 
os complexos que permitem a chegada de grandes quantidades de pDNA ao núcleo das células 
alvo. A análise da capacidade de transfeção dos sistemas pela técnica de live cell imaging 
(figura 15) permitiu concluir que o uso da droga MTX não só facilita a entrega dos agentes 
terapêuticos às células alvo como acelera o processo de transfeção. A presença do MTX nos 
complexos permitiu diminuir o tempo de entrada nas células de duas horas para cerca de 
quinze minutos. 
A imagem da figura 16 foi apresentada para comprovar a localização dos sistemas, isto é, 
que a marcação observada se deve à presença dos sistemas com pDNA dentro do núcleo, onde 
depois vai ocorrer a transcrição do gene de interesse em RNA mensageiro e tradução deste na 
proteína p53. 
As imagens da figura 17 permitem compreender melhor as diferenças de transfeção celular 
por parte dos três vetores de rácio N/P = 5 analisados. Pode-se observar a influência da 
presença do MTX nos sistemas na capacidade de captação e internalização celular destes 
vetores. O incremento da concentração de MTX usada na formulação dos poliplexos leva a um 
aumento do número de vetores presentes no citoplasma e de pDNA no núcleo das células 
HeLa. 
Para compreender ainda melhor as diferenças de transfeção dos diversos sistemas 
estudados, procedeu-se à quantificação da fluorescência do sinal correspondente ao pDNA nas 
imagens da figura 15. A análise estatística destes dados foi apresentada num gráfico de barras 
(figura 18). Ao analisarmos a figura 18, podemos verificar que quanto maior o rácio N/P 
utilizado para formular os sistemas, maior a capacidade de captação e internalização por 
parte das células. No entanto é evidente que o uso do fármaco MTX e o aumento da sua 
concentração induzem uma maior capacidade dos sistemas para entrarem e entregarem o 
pDNA no núcleo das células cancerígenas. Este resultado vem reforçar a teoria referida 
anteriormente, de que o MTX é estruturalmente muito semelhante ao ácido fólico, o que 
permite que as nanopartículas sejam reconhecidas pelos recetores do ácido fólico. O facto de 
estes recetores estarem abundantemente presentes nas células cancerígenas facilita a 
internalização dos sistemas PEI/pDNA/MTX (Kohler et al., 2006).  
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4.3.  Transcrição do gene da p53 
 
Comprovada a internalização dos sistemas nas células HeLa e a presença do pDNA no 
núcleo, pretendeu-se de seguida avaliar a presença de transcritos do gene da proteína (p53). 
Para avaliar a presença de RNA mensageiro de p53 nas células transfetadas após 12 e 24h, foi 
efetuada a técnica de RT-PCR, começando por extrair o RNA total, converter em cDNA e por 
fim realizar um PCR com primers específicos. Os produtos de PCR obtidos foram visualizados 
em gel de agarose. Os resultados, para a transfeção mediada por nanopartículas baseadas em 
PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX, estão representados na figura 19. Células HeLa não tratadas 












Figura 19 - Resultados de RT-PCR para células HeLa após 12 (A) e 24 (B) horas de transfeção. (MW – 
marcador de peso molecular; ( - ) – controlo negativo (todos os reagentes da reação de PCR exceto a 
amostra); HeLa – células HeLa não transfetadas; PEI – células transfetadas com nanopartículas PEI/pDNA 
de ratio N/P = 5; MTX – células transfetadas com nanopartículas PEI/pDNA/MTX de ratio N/P = 5 com 
MTX de concentração 6 µg/mL). 
 
Os resultados apresentados na figura 19 mostram a presença de elevados níveis de RNA 
mensageiro da proteína p53 proveniente das células transfetadas com ambos os sistemas, em 
relação à banda observada para a amostra controlo. Por análise relativa da intensidade de 
bandas, também parece existir maior quantidade de mRNA da p53 nas células que foram 
transfetadas com os sistemas PEI/pDNA/MTX em comparação com os sistemas PEI/pDNA após 
12 h (figura 19 A). No caso da figura 19 B (24 horas após a transfeção), a intensidade da banda 
dos transcritos para o sistema PEI/pDNA parece ser ligeiramente mais intensa que a banda das 
células que foram transfetadas com o sistema PEI/pDNA/MTX. 
( - ) HeLa MW MTX PEI ( - ) HeLa MW MTX PEI 
A B 
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Os resultados verificados na figura 19 A parecem acompanhar os resultados de microscopia 
de confocal. Isto é, os sistemas PEI/pDNA/MTX apresentam maior capacidade de transfeção, 
levando a uma maior quantidade de pDNA no interior do núcleo das células e 
consequentemente maior transcrição do gene da p53. Os resultados evidenciados na figura 19 
B e as diferenças de intensidade entre as duas figuras podem ser explicados pelo facto de ter 
sido feita a extração dos transcritos apenas 24 horas depois da transfeção (em comparação 
com as 12 horas da figura 19 A), havendo mais tempo para se dar o efeito terapêutico do 
fármaco MTX, uma vez que já foi verificado acima que este agente apresenta citotoxicidade 
para as células cancerígenas (Kohler et al., 2006). 
A técnica de RT-PCR permitiu verificar que as nanopartículas produzidas têm o efeito 
pretendido, levando a um aumento da quantidade de mRNA da p53 no interior das células 
HeLa, essencial para a indução da apoptose das mesmas. A transcrição do gene de interesse, 
que está presente no pDNA usado, revela também que os sistemas formulados protegem o 
pDNA ao longo do processo de transfeção e chegada ao núcleo.  
 
 
4.4.  Efeito terapêutico dos sistemas 
 
Após o desenvolvimento e caracterização dos sistemas formulados e a análise da sua 
capacidade de transfeção in vitro, torna-se essencial avaliar o seu efeito terapêutico. Para 
avaliar este efeito, realizou-se um estudo preliminar de proliferação celular em células HeLa 
através da realização do ensaio de azul de tripano. As células HeLa foram transfetadas com os 
vetores PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX e a proliferação celular foi monitorizada ao longo do 
tempo. Para comparação, estas células foram também tratadas com a droga MTX. A tendência 
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Figura 20 - Proliferação das células HeLa transfetadas com os sistemas PEI/pDNA e PEI/pDNA/MTX, 
incubadas em meio com MTX 6 µg/mL e não transfetadas. A análise estatística foi elaborada com um n = 
5 e representada recorrendo a um gráfico de linhas. 
 
 
O gráfico da figura 20 mostra a proliferação das células HeLa em função do tempo 
decorrido após transfeção com as várias nanopartículas consideradas. Esta proliferação 
apresenta um ritmo diferente consoante o sistema usado para mediar a transfeção. As células 
tratadas com a adição de MTX, com uma concentração de 6 µg/mL, demonstraram uma 
diminuição brusca inicial do número de células, no entanto com o passar dos dias as células 
voltaram a crescer normalmente. O uso isolado do fármaco MTX demonstrou apenas efeito 
numa fase inicial, levando à morte das células que estiveram em contacto com a droga, mas 
esse efeito não se perpetua ao longo do tempo. A diminuição do efeito do fármaco pode ser 
explicada pela conhecida resistência das células cancerígenas a compostos tóxicos. Depois de 
estarem algum tempo em contacto com drogas, as células criam mecanismos de defesa e 
através de transportadores de efluxo localizados na membrana celular, reduzem a 
concentração da droga no seu interior. Outro dos motivos da resistência a fármacos por parte 
das células cancerígenas advém das mutações que ocorrem no genoma dessas células. O 
aparecimento de genes mutados confere resistência às drogas, deixando as células menos 
sensíveis à toxicidade do fármaco (Lin Kang et al., 2015). 
 Em relação aos vetores poliméricos, observa-se uma clara inibição do crescimento celular 
nas primeiras 12 h, com um efeito mais pronunciado para o sistema PEI/pDNA/MTX 6 µg/mL e 
rácio 5. Após as primeiras 12 h, as nanopartículas parecem induzir efeitos diferentes. O 
tratamento com partículas baseadas em PEI/pDNA vai recuperando a capacidade de 
proliferação celular das células HeLa, enquanto o sistema PEI/pDNA/MTX continua a inibir a 
proliferação destas células, pelo menos, até 3 dias após a transfeção. Deste modo, o 
PEI/pDNA/MTX 6 µg/mL formulado a rácio 5 parece evidenciar um maior efeito terapêutico e 
consequentemente uma menor proliferação das células HeLa.  
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A co-entrega de genes e fármacos às células tumorais HeLa têm revelado inibição da 
proliferação celular em outros estudos. A indução da apoptose de células tumorais através da 
aplicação de vetores não virais que carregam os dois agentes terapêuticos tem sido maior do 
que em comparação com tratamentos individuais (Costa et al., 2014). À semelhança do que 
se encontra reportado na literatura, neste estudo também se pôde constatar o efeito 
sinergético do uso de um sistema bifuncional gene/droga. A utilização dos dois agentes 
terapêuticos em simultâneo revelou melhores resultados do que as suas utilizações 
individuais.  
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5. Conclusão e perspetivas futuras 
 
O desenvolvimento de novas terapias para o tratamento do cancro do colo do útero tem 
surgido como objeto de estudo em diversas investigações. O uso de terapias génicas de co-
entrega tem revelado enormes benefícios ao nível da diminuição dos efeitos secundários, 
aumento da eficácia dos tratamentos e na resolução dos problemas/limitações associados às 
terapias convencionais. 
Com o intuito de contribuir para o progresso de terapias oncológicas, nomeadamente 
tendo como alvo o tratamento do cancro do colo do útero, a abordagem deste projeto de 
mestrado centrou-se no desenvolvimento de sistemas poliméricos para entregar 
simultaneamente DNA plasmídico que codifica para o supressor de tumor p53 e a droga 
anticancerígena MTX às células cancerígenas. A co-entrega direcionada e a consequente 
promoção de efeito sinérgico na inibição do crescimento tumoral foram a prioridade do 
estudo. 
As nanopartículas baseadas em polietilenimina/pDNA e polietilenimina/pDNA/metotrexato 
foram desenvolvidas a vários rácios N/P e as suas propriedades estudadas. Os resultados 
obtidos revelam que as nanopartículas possuem elevadas taxas de encapsulação de pDNA, 
tamanhos nanométricos, morfologia esférica e carga superficial positiva, características 
adequadas a protocolos de terapia génica para o tratamento do cancro do colo do útero. Com 
o objetivo de aumentar o efeito terapêutico e direcionar os sistemas para as células alvo, foi 
associado a esta terapia génica o uso de uma droga anticancerígena. Os sistemas 
PEI/pDNA/MTX permitiram colmatar algumas lacunas dos sistemas PEI/pDNA, como por 
exemplo, aumentar as cargas positivas à superfície dos vetores e consequentemente melhorar 
a capacidade de captação e internalização por parte das células tumorais. Os poliplexos 
demonstraram ser biocompatíveis, proteger o pDNA da degradação e condensar quantidades 
adequadas e significativas em simultâneo dos dois agentes terapêuticos utilizados. Estas 
propriedades podem ser adaptadas tanto pela relação molar (N/P) do azoto do polímero PEI 
para os grupos fosfato do pDNA, quer pela quantidade de MTX que é utilizada para formular 
os complexos. Os sistemas desenvolvidos mostraram ainda capacidade de entregar o pDNA, 
que contem o gene da p53, ao núcleo das células HeLa e levar à produção de transcritos de 
mRNA da proteína. Estudos que avaliaram a proliferação celular de células transfetadas com 
os sistemas PEI/pDNA/MTX demonstraram maior capacidade terapêutica e de inibição da 
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O presente trabalho demonstrou que os sistemas de entrega formulados com o polímero 
PEI podem ser considerados como bons candidatos para desenvolver potenciais sistemas de 
co-administração de fármacos e genes, a fim de alcançar o efeito sinérgico das terapias 
químicas e génicas, contribuindo para a evolução e sucesso do tratamento médico contra o 
cancro do colo do útero. No entanto, é preciso ainda aprofundar a investigação nestes 
sistemas a fim de complementar os resultados obtidos com a determinação da proteína p53 
pela técnica de western blot ou kit de ELISA. Os ensaios de proliferação que permitem avaliar 
o efeito terapêutico dos sistemas podem ser complementados com o uso de kits de deteção 
de apoptose como por exemplo o “Annexin V Apoptosis Detection Kit”. Outro dos temas que 
pode ser futuramente explorado é a incorporação de diferentes resíduos de aminoácidos 
hidrofóbicos e ligantes de direcionamento na superfície do polímero PEI de 25k, com o intuito 
de aumentar a sua eficiência de transfeção. De forma complementar, o desenvolvimento de 
novas estratégias de combinação de bioagentes terapêuticos avançados pode também 
representar uma área de investigação importante e promover a eficácia dos tratamentos na 
área do cancro. O direcionamento dos agentes terapêuticos, diminuição da toxicidade e dos 
efeitos secundários nas células saudáveis podem ser considerados para alcançar o objetivo 
final de melhorar a qualidade de vida dos pacientes. 
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